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RESUMEN 
 
La enfermedad de Alzheimer (EA) es una demencia degenerativa que se 
caracteriza por deterioro progresivo de memoria y otros trastornos cognitivos y 
que puede considerarse como la enfermedad neurodegenerativa más 
prevalente. Con la inversión de la pirámide poblacional la prevalencia e impacto 
socio-sanitario de la EA aumentarán exponencialmente.  
Desde el punto de vista clínico la EA presenta trastornos cognitivos de 
carácter progresivo que pueden similar a otros de carácter transitorio que se 
observan en cuadros confusionales atribuibles a procesos metabólicos o 
tóxicos. Entre estos estados transitorios de alteración cognitiva hay que incluir 
al deterioro cognitivo post operatorio (post operative cognitive dysfunction, 
POCD, en ingles), observada en pacientes mayores sometidos a anestesia, la 
amnesia global transitoria y otros. El estudio de estos fenómenos de carácter 
reversible puede ser útil para investigar los mecanismos de inicio y 
eventualmente los factores de reversibilidad de la EA. 
La EA se caracteriza por la agregación y el depósito anormal de una 
serie de proteínas, entre las que destaca el péptido β-amiloide y la proteína tau. 
Este fenómeno ocurre también en otras enfermedades neurodegenerativas que 
se suelen identificar por el depósito de una proteína hiperagregada, que 
predomina en una determinada estructura cerebral. Así, por ejemplo, se 
produce agregación de tau o de ubiquitina en las demencias fronto-temporales; 
de α-sinucleina en la enfermedad de Parkinson (EP) y en la demencia por 
cuerpos de Lewy; de huntingtina en la enfermedad de Huntington. 
Las enfermedades neurodegenerativas se producen por una 
combinación de factores genéticos y ambientales, y ambos tipos de factores 
pueden considerarse modificadores recíprocos de la patología. Existen 
numerosas interacciones entre las distintas proteínas implicadas, de manera 
que se ha descubierto, que los polimorfismos genéticos de una proteína 
pueden ser moduladores del fenotipo en enfermedades caracterizadas por 
patología de otra proteína diferente. 
Una proteína especialmente interesante en la neurodegeneración es la 
parkina, cuyo déficit es responsable de  EP familiar autosómico recesivo y de 
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origen temprano en todo el mundo. Además de jugar un papel en la 
patogénesis de la EP, la parkina puede jugar un papel modulador de otras 
enfermedades neurodegenerativas, puesto que es una ubiquitina-ligasa que 
puede contribuir a la eliminación de proteínas anormales a través del sistema 
ubiquitin proteosoma. La parkina actúa como una ubiquitina-ligasa, estabiliza 
los microtúbulos e interacciona con otras proteínas, como actina y tau.  
Nosotros hemos investigado la interacción entre parkina, involucrada en 
la EP, y el péptido β-amiloide, característico de la EA. Hemos descubierto que, 
al contrario de lo esperado, los ratones dobles mutantes para la proteína 
precursora del amiloide y nulos para la parkina (APPswe/PK-/-) muestran una 
mejoría de la patología amiloide, y que este efecto beneficioso de la supresión 
de parkina, se debe a  la compensación del defecto de función de la vía 
ubiquitina proteosomal por otros sistemas de eliminación de proteínas. Este 
sistema podría ser útil para estudiar la posibilidad de paliar los efectos tóxicos 
en la EA mediante la potenciación de sistemas de compensación como la 
autofagia, las chaperonas moleculares y la homeostasis del glutatión (GSH).  
El efecto de los factores ambientales sobre la EA puede investigarse en 
el laboratorio mediante intervenciones como la anestesia que producen en 
sujetos humanos fenómenos como el POCD. Nosotros hemos demostrado que 
los anestésicos volátiles de pequeño peso molecular empeoran la conducta, la 
muerte neuronal y el depósito de péptido β-amiloide en ratones transgénicos 
con mutaciones que en humanos se asocian a EA. La anestesia con isoflurano, 
tanto crónica como aguda, agrava la patología amiloide en los ratones APPswe 
pero no en ratones controles. La trehalosa, un disacárido con propiedades de 
protección proteica e inductora de autofagia, protege del efecto tóxico debido al 
isoflurano en ratones modelo de EA. 
 
Los factores genéticos, como la supresión de parkina, que activan 
mecanismos compensatorios de eliminación de proteínas, o la activación 
farmacológica de estos mecanismos,  como el tratamiento con trehalosa, 
disminuyen la patología amiloide en ratones transgénicos y podrían hacerlo en 
humanos. La selección de anestésicos no amiloidogénicos en individuos con 
riesgo genético de EA cuando sea posible, o la prevención de los posibles 
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efectos secundarios, con estimuladores de la autofagia, como la trehalosa, 
podría disminuir el riesgo de EA.  
 
ABSTRACT 
 
Alzheimer's disease (AD) is a degenerative dementia characterized by 
progressive deterioration of memory and other cognitive disorders and can be 
regarded as the most prevalent neurodegenerative disease. With the inversion 
of the population pyramid the prevalence and health impact of AD will increase 
exponentially. From the clinical point of view AD presents a progressive 
cognitive disorder that may be similar to other transitional disorders due to 
metabolic or toxic processes. Among these transitory states of cognitive 
impairment the Post-operative Cognitive Dysfunction (POCD) must be included, 
has been observed in elderly patients undergoing anesthesia and transient 
global amnesias. The study of these reversible phenomena may be useful to 
investigate the mechanisms of AD initiation and eventually find reversibility 
factors of AD. AD is characterized by abnormal aggregation of proteins, among 
the most important are β-amyloid peptide and tau protein. This phenomenon 
occurs in other neurodegenerative diseases, that are often identified by the 
hyperaggregation of a protein, which predominates in a particular brain 
structure. For example there is aggregation of tau or ubiquitin in frontotemporal 
dementias; α-synuclein in Parkinson's disease and dementia with Lewy bodies 
and huntingtin in Huntington's disease. 
 Neurodegenerative diseases are caused by a combination of genetic 
and environmental factors, and both types should be considered as modifiers of 
the pathology. There are many interactions between proteins involved in such a 
way that genetic polymorphisms of a protein may be modulating the phenotype 
in diseases characterized by the pathology of a different protein. A particularly 
interesting protein in neurodegeneration is parkin, which deficit is responsible 
for early familial PD. Besides playing a role in the pathogenesis of PD, parkin 
acts as a modulator in other neurodegenerative diseases, is an ubiquitin-ligase 
that can contribute to the elimination of abnormal proteins through the ubiquitin 
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proteasome system (UPS). Parkin acts not only as an ubiquitin ligase, stabilize 
microtubules and interacts with other proteins such as actin and tau. 
We have investigated the interaction between parkin, involved in PD, and 
β-amyloid peptide, characteristic of AD. We found that, contrary to our 
expectations, the double mutant mice for the amyloid precursor protein and null 
for Parkin (APPswe/PK-/-) show an improvement in amyloid pathology, and that 
this beneficial effect of removing parkin is due to the compensation of the UPS 
by other protein removal systems. This system could be useful to study the 
possibility of mitigate the toxic effects in AD through enhancement of 
compensation systems as autophagy, molecular chaperones and homeostasis 
of glutathione (GSH). 
The effect of environmental factors in the EA can be investigated in the 
lab through interventions such as anesthesia, trying to reproduce phenomena 
like POCD. We have shown that volatile small molecular weight anesthetics 
worsen behavior, neuronal death and β-amyloid peptide deposition in 
transgenic mice with mutations associated with AD. Anesthesia with isoflurane, 
both chronic and acute, exacerbate amyloid pathology in APPswe mice but not in 
WT mice. Trehalose, a disaccharide with protein protective properties and an 
autophagy inductor, protects against toxic effects due to isoflurane in mice 
models of AD. 
 
Genetic factors, such as parkin deletion, which enhances compensatory 
mechanisms that activate protein removal or pharmacological activation of 
these mechanisms, as with trehalose treatment, decrease amyloid pathology in 
transgenic mice and may do so in humans. The selection of not amyloidogenic 
anesthetics in individuals at genetic risk of AD, and the prevention of potential 
side effects stimulating autophagy, such as trehalose does, may reduce the risk 
of AD. 
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I. La enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de 
Parkinson 
 
El concepto de las enfermedades neurodegenerativas se origina a 
finales del siglo XIX y hace referencia a procesos no atribuibles a factores 
externos (trauma, infección, inflamación, tumor, etc.), que tienen un inicio en la 
edad adulta o senil y que suelen afectar de forma predominante a 
determinados y específicos sistemas neuronales. 
La acumulación de proteínas alteradas y la formación de oligómeros 
tóxicos, parece ser un punto común en algunas de las enfermedades 
neurodegenerativas más importantes, como ocurre en la enfermedad de 
Alzheimer (EA) y Parkinson (EP) (Forloni y cols., 2002). La pérdida de las 
sinapsis y la patología axonal son algunos de los mecanismos considerados 
como responsables de las demencias. Además en algunos estudios, se sugiere 
que también podrían contribuir las alteraciones en la neurogénesis del cerebro 
adulto (Haughey y cols., 2002; Donovan y cols., 2006). La posibilidad de la 
existencia de mecanismos comunes, y cuáles coexisten en este camino es 
objeto de numerosos estudios en la actualidad, con resultados variables. 
Algunos estudios excluyen la agregación de proteínas u oligómeros como el 
punto esencial, y es considerado un estadío final de la enfermedad (Forloni y 
cols., 2002), mientras que una postura más “clásica” sigue apuntando como 
mecanismo disparador la toxicidad de los productos intermedios (monómeros, 
dímeros, fibrillas y fibras) (Walsh y cols., 2002; Oddo y cols., 2004; Hung y 
cols., 2008; Lord y cols., 2009) de la “cascada de agregación del amiloide”, por 
ejemplo en la EA (Hardy, 2002; Pastor y cols., 2007; Simon y cols., 2010; 
Tampellini y Gouras, 2010). 
 
Se ha propuesto que la agregación de diferentes acúmulos proteicos 
impide el correcto funcionamiento del principal sistema de degradación de 
proteínas: el proteosoma previo marcaje meditante ubiquitina, UPS (Ubiquitin 
Proteasome System). Esta acumulación produciría una retroalimentación 
positiva: al no funcionar correctamente este sistema se acumularían aún más 
las proteínas y esto aumentaría en última instancia la toxicidad celular (Bence y 
cols., 2001).  
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La EA se caracteriza por la acumulación de ovillos neurofibrilares de 
proteína tau, placas de proteína amiloide, disfunción del citoesqueleto y 
depósitos del péptido Aβ en los vasos sanguíneos del cerebro (Glenner y 
Wong, 1984; Glenner y cols., 1984; Grundke-Iqbal y cols., 1986a; Grundke-
Iqbal y cols., 1986b; Gaig y cols., 2006). La proteína mejor estudiada en la EA 
es el péptido Aβ. Su conformación nativa es de α-hélice, pero se desestabiliza 
con facilidad hacia estructuras β formándose los depósitos insolubles 
agregados en el cerebro (Almeida y cols., 2006; Han y cols., 2008; Oddo y 
cols., 2008). En la mayoría de los casos la EA tiene un origen esporádico pero 
un porcentaje pequeño de casos son atribuibles a mutaciones del gen de la 
proteína precursora del amiloide (APP) y de dos proteínas, la presenilinas 1 y 2 
(PSEN-1 y PSEN-2) que intervienen en el procesamiento del APP y en la 
formación del péptido Aβ. 
 
La EP se caracteriza desde el punto de vista clínico por acinesia, rigidez, 
temblor, trastornos posturales y otros déficits neurológicos y por una 
degeneración progresiva de las células dopaminergicas de la sustancia nigra y 
la formación de depósitos proteicos característicos, los cuerpos de Lewy, 
formados sobre todo por α-sinucleina (Li y cols., 2004). La EP tiene en la mayor 
parte de los casos un carácter esporádico pero en casi una cuarta parte de los 
casos es atribuible a mutaciones de un número de genes cada vez mayor, que 
a finales de 2010 alcanzaba el número de 16 (Bekris y cols., 2010). Entre estos 
genes patogénicos el gen Park-2, responsable del mayor número de casos 
hereditarios de EP, codifica una de las proteínas implicadas en la EP, la 
parkina. Las mutaciones de Park-2 producen con frecuencia Parkinson de tipo 
juvenil, y, a veces, EP indistinguible del esporádico. El papel que desempeña 
parkin en este proceso se considera ligado a su actividad como “ubiquitin 
ligasa”, es decir como una enzima de unión de ubiquitina a los sustratos y 
proteínas a degradar vía UPS (Zhang y cols., 2000; Cookson, 2005). 
 
La EP y la EA pueden compartir más elementos comunes de lo que 
habitualmente se reconoce. Dos elementos que apoyan esta conclusión son: 
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1) La mayoría de los pacientes con EP de larga evolución presentan 
aspectos de deterioro cognitivo, a veces similares a los que se 
observan en sujetos con EA. 
2) La mayoría de los sujetos con demencia de inicio tardío, > de 70 
años, presentan hallazgos neuropatológicos típicos de demencias 
mixtas en los que los elementos patológicos de enfermedad de 
Alzheimer se mezclan con cuerpos de Lewy y con lesiones 
vasculares. 
 
Nuestro objetivo ha sido estudiar en ratones transgénicos con 
mutaciones del gen APP el impacto de la supresión de la función de parkina, 
con la intención de estudiar posibles efectos de demencia y parkinsonismo, el 
de agentes anestésicos que pueden jugar un papel patógeno sobre aspectos 
cognitivos y el de la estimulación de factores de autofagia sobre el 
procesamiento de estas proteínas. 
 
1.1 La enfermedad de Alzheimer 
Los síntomas de la enfermedad de Alzheimer como una entidad 
nosológica fueron identificados por Emil Kraepelin (Dahm, 2006) aunque la 
neuropatología característica fue observada por primera vez por Alois 
Alzheimer en 1906 (Alzheimer y cols., 1991). Se considera el “descubrimiento” 
como obra de ambos neuropatólogos, sin embargo, dada la gran importancia 
que Kraepelin daba a encontrar la base neuropatológica de los desórdenes 
psiquiátricos, decidió nombrar la enfermedad en honor a su compañero. La 
enfermedad de Alzheimer es una enfermedad de evolución lenta y se 
caracteriza por una pérdida progresiva de la memoria del paciente, la 
orientación, el juicio y el lenguaje. Su duración desde el diagnostico es variable 
pero oscila de 8 a 12 años, con una etapa inicial sutil en patología, lo que hace 
que a su diagnóstico y tratamiento se llegue con la enfermedad avanzada 
(Morelli L, 2008). Es la enfermedad de mayor impacto socio-económico del 
mundo “desarrollado” y la primera enfermedad neurodegenerativa en número 
de afectados (Brookmeyer y cols., 2007). El envejecimiento de la población, así 
como el aumento de la esperanza de vida, dispara cada año los gastos de 
tratamiento, representando un alto porcentaje de los gastos sanitarios (Meek y 
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cols., 1998; Wimo y cols., 2003; Bonin-Guillaume y cols., 2005). La causa de la 
EA es desconocida en la mayor parte de los pacientes, pero se considera que 
el riesgo de aparición esta influida por factores tanto genéticos como 
ambientales (Stozicka y cols., 2007; Vasto y cols., 2007; Vasto y cols., 2008; 
Zawia y cols., 2009). Entre los factores de riesgo ambientales “probados” 
repetidamente a lo largo de los estudios realizados, se encuentran el 
envejecimiento, los factores de riesgo vasculares (hipertensión, diabetes, 
hipercolesterolemia, obesidad, etc.), la exposición a cirugía y anestesia, la 
soledad, el aislamiento, la deprivación sensorial y otros. Entre los factores de 
riesgo genéticos destacan las mutaciones de APP, PSEN-1 y PSEN-2, el 
síndrome de Down (la trisomía del cromosoma 21, aumenta la dosis de la 
proteína precursora amiloide), la presencia de uno o mas alelos ApoE4 y una 
serie de marcadores genéticos pendientes de confirmar recientemente 
identificados en análisis extensivos del genoma humano (GWAS). 
La EA tiene dos etiologías: esporádica (95% de los casos) y familiar 
(hereditaria). Se caracteriza por una neurodegeneración progresiva, sobre todo 
en córtex e hipocampo, zonas relacionadas con la memoria e integración. 
Además de la muerte selectiva de estas neuronas se produce la formación de 
placas de proteína β-amiloide (en principio extraneuronales), y ovillos 
neurofibrilares de proteína tau (intraneuronales), necesarios para la 
confirmación postmorten del diagnóstico de EA (Glenner y Wong, 1984; 
Grundke-Iqbal y cols., 1986b). También existe déficit de neurotransmisores en 
el cerebro, y se considera que la sintomatología de demencia se debe a estos 
trastornos. Las neuronas que sintetizan y liberan la acetilcolina sufren una 
degeneración grave durante el curso de la enfermedad. La concentración y la 
actividad de enzimas de síntesis, colina acetiltransferasa (CAT) como de 
degradación, acetilcolinesterasasa (ACE) se reducen en la corteza límbica y 
cerebral, también se producen pérdidas de cuerpos celulares colinérgicos en el 
sistema septo-hipocampal, y el sistema colinérgico basal anterior, nucleo basal 
de Meynert (Selkoe, 2001).  
 
La EA no afecta las capacidades de la memoria de la misma forma. La 
memoria a largo plazo o memorias episódicas, así como la memoria semántica 
o de los hechos aprendidos y la memoria implícita, que es la llamada “memoria 
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corporal” sobre cómo realizar las acciones, se afectan en menor grado que las 
capacidades para aprender nuevos hechos o el crear nuevas memorias  
(Carlesimo y Oscar-Berman, 1992; Jelicic y cols., 1995). En el inicio de su 
desarrollo se producen lapsos de memoria en las etapas iniciales y dificultades 
comunicativas (anomia), en reconocimiento de las percepciones (agnosia) y 
dificultades en ejecución de movimientos (apraxia). Además de la ya conocida 
pérdida de memoria, en ocasiones se acompaña de problemas de lenguaje 
caracterizándose, principalmente, por una reducción del vocabulario y una 
disminución en la fluidez de las palabras. También torpeza al realizar tareas 
motoras finas, tales como escribir, dibujar o vestirse y ciertas dificultades de 
coordinación y de planificación (Benke, 1993). Se considera que el paciente 
mantiene una relativa autonomía hasta la dependencia total al final de la 
enfermedad. 
 
1.1.1 El β-amiloide, las placas neuríticas y la enfermedad de Alzheimer 
Las placas neuríticas son focos microscópicos de depósitos del péptido 
β-amiloide asociado con daño neuronal y neurítico, sobre todo en la corteza, 
preferentemente en las zonas límbica y de asociación (Dickson y cols., 1997). 
La presencia de estas lesiones, junto con los acúmulos de la proteína tau 
(confirmadas postmorten) y su extensión son necesarios para el diagnóstico de 
EA definitiva (Figura 1).  
 
Figura 1. (A) Ejemplos de placas neuríticas de β-amiloide (detalle de placa aumentada), 
marcadas con anticuerpo anti-Aβ (1-42) y (B) ovillo de la proteína tau con 
hematoxilina/eosina. Ambas imágenes tomadas en corteza de ratón modelo APP/PS1 de 
enfermedad de Alzheimer (imagen obtenida de www6.ufrgs.br, universidad de Rio 
Grande). 
A B
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Las placas de β-amiloide son el estadío final de un proceso de 
oligomerización progresivo de fragmentos de la proteína APP. La proteína APP 
es una glicoproteína de membrana con un largo dominio NH2 terminal, una 
región transmembrana y un extremo c-terminal localizado en el citoplasma C-
terminal. Contiene 18 exones, con el péptido Aβ localizado entre los exones 16 
y 17 (Lemaire y cols., 1989). Diferentes transcritos se obtienen del splicing de 
esta región, pero solo unas determinadas formas contienen el péptido en sí y 
por tanto son potencialmente amiloidogénicos. En la hipótesis de la “cascada 
de amiloidosis” se postula que la EA no se produce como consecuencia de una 
pérdida de función de la APP, sino por la producción o acumulación del 
producto Aβ y su toxicidad (Figura 2). Esta acumulación acaba produciendo la 
disfunción sináptica y la muerte neuronal que produce la patología observada 
en EA (Walsh y cols., 2002; Kayed y cols., 2003; Hung y cols., 2008; Lord y 
cols., 2009). 
 
 
Figura 2. Esquema del progreso de EA familiar y esporádica según la hipótesis de la 
cascada del amiloide. 
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La APP se degrada en varios fragmentos por acción de unas enzimas, 
las secretasas: alfa (α), beta (β, también llamada BACE) y gamma (γ). Cada 
una de ellas realiza un corte específico en la proteína, produciendo un 
fragmento de amiloide que posteriormente es degradado por la maquinaria 
celular. Entre la Lys687 y la Leu688 por la α-secretasa, entre la Met671 y 
Asp672 por la β-secretasa y a partir de Ile712 por la γ-secretasa. No obstante, 
el corte de las enzimas no es siempre exacto, tanto la γ como la β-secretasa 
generan fragmentos amiloidogénicos, incluso conteniendo el fragmento Aβ 
intacto (Anderson y cols., 1992; Seubert y cols., 1992). El fragmento Aβ es una 
proteína de 4.2 KDa que aparece tras el corte proteolítico de APP en 
fragmentos de entre 40, 42 ó 43 aminoácidos que tienden a agregarse entre 
ellos y formar fibrillas, fibras, y finalmente placas de proteína que caracterizan 
la EA. La generación de dichos fragmentos se debe al corte de BACE, esta 
enzima oscila en el corte de los fragmentos, aumentando los fragmentos 
precursores de amiloide. Para la actividad de corte se necesitan las nicastrinas 
y las presenilinas, parte del complejo multimérico γ-secretasa que corta la APP. 
 
Figura 3. Corte amiloidogénico y no amiloidogénico de la proteína APP por las 
secretasas y su acumulación en placas de amiloide (Simon y cols., 2010). En la vía no 
amiloidogénica, se libera un gran fragmento soluble, el α-APPs y otro fragmento 
carboxiterminal, C83, sobre el cual actúa la γ-secretasa, dando lugar a p3 y al dominio 
intracelular de la APP (AICD). En la vía amiloidogénica, se libera β-APPs, y el fragmento 
carboxi-terminal C99. Este último fragmento es roto por la γ-secretasa, formándose AICD 
y el péptido Ab42/Ab40 que daría lugar a oligomerización. 
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En la neurona, la APP es sintetizada en el perikarion y es transportada 
por el flujo axonal hacia la terminal sináptica para probablemente implicarse en 
la interacción entre neuronas; Aβ se ha mostrado como ligando de receptores y 
otras moléculas (Schubert y cols., 1989; Koldamova y cols., 2001; Le y cols., 
2001; Maezawa y cols., 2004) y como regulador en la sinapsis (Priller y cols., 
2006) y de la plasticidad neuronal (Turner y cols., 2003). En su transporte por la 
barrera hematoencefálica responde modulando su expresión mediante una 
gran variedad de indicadores de estrés y produciendo reacciones pro-
inflamatorias mediante la inducción de proteínas del complemento en regiones 
afectadas del cerebro (Paris y cols., 1999; Yasojima y cols., 1999; Lee, 2002). 
Además se ha observado como los anti-inflamatorios no esteroideos (AINE) 
reducen la aparición de la misma. La neuroinflamación se produce ante la 
activación de la microglía, que cambia su morfología y produce especies 
reactivas de oxígeno aumentando la toxicidad celular. Los cambios 
inflamatorios se podrían deber en principio a la acumulación de Aβ, esto 
revertiría en microgliosis ya comentada, astrogliosis, activación del sistema del 
complemento y la producción de citoquinas. Este tipo de actuación ha hecho 
que se relacione el Aβ con una función antimicrobiana, siendo además la única 
sustancia de actuación inmune específica en el cerebro. Esta idea propuesta 
por Soscia y su grupo (Soscia y cols., 2010) surge al obtener resultados 
similares al comparar la acción del péptido Aβ frente a conocidas sustancias 
con función antimicrobiana, incluyendo por tanto al péptido Aβ como parte del 
sistema inmune innato. Esto podría variar por completo la concepción y modo 
de tratamiento del APP en la EA, pasando a ser una clase de enfermedad 
autoinmune de desarrollo largo. 
 
A pesar de que la presencia de las placas de amiloide es necesaria para 
el diagnóstico de la enfermedad, todavía existe controversia sobre su papel en 
la toxicidad (Tampellini y Gouras, 2010). El evento inicial que desata la 
selectiva muerte neuronal y la pérdida de sinapsis aún no esta completamente 
claro. Estudios recientes sugieren que el daño puede resultar de la conversión 
de los fragmentos no-patogénicos (es decir los que son eliminados de manera 
normal) a monómeros que sí implican toxicidad (Lansbury y Brice, 2002) 
(O'Nuallain y cols., 2010). Los polímeros y fibras de mayor tamaño que 
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normalmente contribuyen a la formación de las placas no serían tóxicas (Walsh 
y cols., 2002). Diversos estudios han demostrado que son los oligomeros de Aβ 
de 2 a 12 subunidades los que serían responsables del daño sináptico (Lacor y 
cols., 2007), por tanto, el papel de las placas podría ser de protección frente al 
fenómeno de toxicidad de sus unidades constituyentes “libres”. Este hecho 
también esta apoyado por los continuos hallazgos de pacientes controles sanos 
con alto contenido de placas, y otros pacientes demenciados, pero que no 
guardan relación directa entre carga de placas y nivel de demencia. Un estudio 
reciente ha puesto de manifiesto que la correlación de placas u ovillos y el 
grado de demencia es apreciable a los 75 años, pero es mucho menor a los 95 
años de edad. Entre estas edades las placas neuríticas en el hipocampo 
disminuyen en personas con demencias y se ven aumentadas en los individuos 
sanos con la edad. Por tanto se puede sugerir que las lesiones típicas pueden 
servir como guía hasta los 85 años, a partir de esa edad deberíamos valorar 
también la atrofia cerebral como índice de la enfermedad (Savva y cols., 2009). 
 
El procesamiento de la proteína APP y su deposición en la EA podría 
estar relacionado con diversos mecanismos incluyendo excesiva producción de 
APP, alteraciones de la secuencia, en el transporte, en la actividad de las 
chaperonas o en el procesamiento de proteínas y su degradación vía 
proteosoma (UPS) o lisosoma (Almeida y cols., 2006; Han y cols., 2008; Oddo 
y cols., 2008). 
 
1.1.2 La proteína tau en la enfermedad de Alzheimer 
La EA está directamente relacionada con la acumulación de la proteína 
tau en el cerebro en forma de ovillos neurofibrilares. Tau es una proteína de 
asociación a los microtúbulos (MAP en inglés) que conforman el entramado 
estructural y la dinámica de los microtúbulos en las células (Weingarten y cols., 
1975), estabilizando los mismos (Caceres y Kosik, 1990). Además de 
encontrarse en diversos órganos (músculo, riñón etc…) se encuentra sobre 
todo en axones de células neuronales ya que en el sistema nervioso central 
(SNC) tau es la principal proteína asociada a los microtúbulos (MAP). Tau junto 
con tubulina estabiliza los microtúbulos promoviendo su ensamblaje mediante 
sus diferentes isoformas y la fosforilación. Tau esta sujeta a diversas 
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modificaciones post-traduccionales, la fosforilación se puede dar en varios 
lugares de la proteína y esta influye negativamente en su afinidad por los 
microtúbulos, produciéndose al estar “libre” su acumulación en fibras en el 
citoplasma perinuclear (Hernandez y Avila, 2007). La mayoría de estas fibras 
tienen una estructura en hélice y su principal componente es la proteína tau 
hiperfosforilada (Grundke-Iqbal y cols., 1986b). Tau intracelular al fosforilarse 
no se une a microtúbulos y puede ser neurotóxica para la neurona, pero 
también su forma extracelular puede promover la neurotoxicidad, al 
encontrarse en equilibrio con la concentración intraneuronal de tau (Avila, 
2010). 
 
La importancia de la proteína tau en la EA esta creciendo en los últimos 
años. Así como se ha comentado que la proteína amiloide no refleja el nivel de 
pérdida neuronal presente en los pacientes, sí que se ha observado una 
relación más directa con los acúmulos de tau. De hecho se han publicado 
estudios in vitro e in vivo demostrando que la inactivación de la proteína tau 
implica una ausencia de los efectos tóxicos de Aβ (Rapoport y cols., 2002; 
Roberson y cols., 2007). Estos hechos apoyan la importancia del papel de tau 
en el proceso de neurodegeneración inducido por el péptido Aβ (Hernandez y 
Avila, 2010; Zempel y cols., 2010). 
 
1.1.3 Activación microglial y neuroinflamación en Alzheimer 
Numerosos estudios hipotetizan sobre el papel de la glía en la EA. Se 
considera que el Aβ puede activar la microglía y promover a través de la misma 
citoquinas, que producen neuroinflamación y factores de neurotoxicidad que 
producirían la muerte neuronal, por ejemplo IL-1β, TNF-α (Coraci y cols., 2002). 
Se ha visto que TNF-α produce a su vez un aumento de la actividad de BACE1, 
aumentando por ello el corte de APP y la acumulación de Aβ retroalimentando 
el proceso (Yamamoto y Kazama, 2007). Esta teoría esta tan aceptada que 
incluso se ha llegado a considerar la EA como una enfermedad inflamatoria, no 
obstante muchos de estos descubrimientos se realizaron en estudios in vitro, 
en tejido “digerido”, sin considerar la diferencia de comportamiento de la glía in 
vivo, donde se ha visto una reacción protectora (Streit, 2010). Pero por otra 
parte, la microglía también expresa receptores que promueven la limpieza del 
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amiloide (RAGE, CD36), con receptores para su fagocitosis y la síntesis de 
enzimas proteolíticas que rompen las placas (IDE, neprisilina, MMP9 y 
plasminogen) (Simard y Rivest, 2006b; Yan y cols., 2006). Este doble papel de 
la glía en las enfermedades neurodegenerativas se puede explicar con las 
diferencias de una lesión aguda y una lesión crónica, en la que una inflamación 
aguda y local implica un aumento de la reacción frente a la agresión y 
recuperación del tejido, y una lesión crónica induce muerte neuronal. Se 
considera que una reacción inflamatoria persistente potencia la 
neurodegeneración y sobrepasa la respuesta protectora de la glía (Hickman y 
cols., 2008). Con la progresión de la enfermedad disminuye la expresión de 
receptores, que tienen capacidad de reacción para disminuír la aparición de las 
placas, pero la glía sigue manteniendo su función autocrina de inflamación y su 
función inicialmente protectora, se ve superada. 
 
1.1.4 Factores genéticos de enfermedad de Alzheimer 
 El estudio de la etiopatología de EA sufrió una evolución lenta hasta 
1985, cuando se observó que la influencia de la trisomía del par 21 presente en 
pacientes de síndrome de Down, producia acumulación de ovillos y placas 
seniles a edad temprana (Wegiel y cols., 2010), posteriormente se localizó la 
proteína APP en el centro del cromosoma. Se considera que las formas 
potenciales de EA por mutación del APP serían por alteración de la función de 
la proteína o del trastorno del procesamiento del Aβ produciendo su 
acumulación. 
Se han identificado muchos genes en relación con la EA, 4 de ellos son 
considerados de relación probada con la enfermedad: APP siendo el gen de la 
proteína precursora del amiloide (cromosoma 21), PS1 y PS2 como los genes 
de la presenilina (cromosomas 14 y 1) y los portadores del alelo ApoE4 
(cromosoma 19). 
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Tabla 1. Genética de las formas de EA con segregación autosómica dominante. 
(Modificado de Seto-Salvia 2010) 
 
 
La EA se puede clasificar en función de su edad de inicio: siendo la 
anterior a los 60 años “forma temprana” de la enfermedad y posterior a los 70 
“formas tardías”. La EA relacionada con los genes APP y presenilinas se ligan 
con formas familiares de la enfermedad de aparición temprana. 
El alelo ApoE4 se considera un polimorfismo de riesgo de padecer la 
enfermedad, ya que incluso individuos con doble copia de este alelo, no tienen 
por qué finalizar en patología EA (Waring y Rosenberg, 2008). El gen de la 
apoliproteína E (ApoE) se sitúa en el brazo largo del cromosoma 19 y tiene 
relevancia en la aparición tardía, codifica una proteína de 299 aminoácidos, y 
se identificó como transportadora de colesterol en sangre. Es la variante alélica 
e4 (15% de la población total) la que incrementa el riesgo de EA (Seto-Salvia y 
Clarimon, 2010). 
 
Tabla 2. Porcentaje de aparición de los diferentes alelos de APOE en la población 
española y en pacientes de EA. (Modificado de (Seto-Salvia y Clarimon, 2010). 
 
1.1.5 El género, ¿modificador del riesgo de enfermedad de Alzheimer? 
Algunos autores consideran la influencia de otro factor, el género, como 
un factor determinante (Payami y cols., 1996). La mayor esperanza de vida 
femenina, mayor presencia del genotipo ApoE4 (Farrer y cols., 1995; Bretsky y 
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cols., 1999) y una mayor distribución de las redes neuronales en mujeres 
(mayor bilateralidad) podría hacer más sensible a la toxicidad por Aβ al género 
femenino. Se le atribuye a la carga de estrógeno en el desarrollo neuronal y su 
posterior desaparición en la menopausia, como la responsable final en esta 
diferencia. También se han realizado estudios mostrando diferencias por 
género en la carga de amiloide en ratones transgénicos modelos de EA (King y 
cols., 1999; Turner y cols., 2001). 
Sin embargo, muchos de los estudios epidemiológicos que sugieren una 
mayor prevalencia de la EA en mujeres pueden estar viciados por el impacto 
neuroprotector de la educación. Numerosísimos estudios (Arab y Sabbagh, 
2010; Flicker, 2010) han demostrado un efecto protector de la educación sobre 
la EA. El hecho de que el acceso a la educación haya sido desigual en las 
generaciones que ahora se encuentran en la senilidad, ha hecho que las 
mujeres se beneficien menos de su efecto protector. 
 
1.1.6 Modelos de enfermedad de EA 
No existe en la actualidad ningún modelo que emule satisfactoriamente 
todos los aspectos de la EA, una enfermedad eminentemente humana (aunque 
existen enfermedades con acúmulos parecidos en monos y gatos) que además 
se desarrolla en décadas. No obstante existen múltiples aproximaciones: en 
cultivos celulares, moscas, pollos, gusanos, ratas y finalmente en ratones. Se 
ha planteado la posibilidad de usar modelos con mayor longevidad y cercanía 
filogenética (monos o delfines) o mayor parentesco en el desarrollo natural de 
la enfermedad como el Octogon degu chileno (van Groen y cols., 2009), pero lo 
avanzado de la tecnología de los transgénicos en ratones hace que sea la 
forma más eficiente, reduciendo de la ecuación el factor tiempo lo más posible 
para la obtención de resultados a corto/medio plazo (Tabla 3).  
 
MODELO Descripción 
PDAPP 
Expresan la forma cADN humana de la mutación “Indiana” con porciones de 
intrones APP. Desde los 6 meses los ratones heterozigotos desarrollan 
depósitos de AB en hipocampo y en paredes vasculares. 
Tg2576 
Expresan APPswe (isoforma 695 de hAPP con doble mutación sueca-
K670N/M671L) bajo control de un prion de hámster. Entre10 y 12 meses 
comienzan a aparecer depósitos difusos y focales. 
APP23 Expresan la mutación APPswe bajo el promotor Thyl1. Se forma un depósito en parénquima y vasos a los 6 meses de edad. 
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TgCRND8 
Expresan APP (sueca e indiana) bajo el promotor de un prion de hámster. 
Desarrolla placas a los 3 meses. Un ratio elevado de AB42/40 y gran 
concentración de AB hacen que sea un modelo agresivo. 
PSEN1 
M146V y 
PSEN1M146L 
Los modelos demostraron la elevación de Aβ vía presenilinas. 
PSAPP Ratones dobles transgénicos APP + PS1, el gen mutado PS1 aceleró la patología amiloide. 
APPdutch 
Expresan APP con la mutación danesa que cursa con hemorragia cerebral con 
depósito de amiloide. Angiopatía amiloide congófila severa. Enfermedad 
replicada generando una línea de ratón que expresa hAPP751 con la mutación 
E693Q bajo el promotor Thy1. 
ARC6 y 
ARC48 
Mutación “Artic” (E22G) se localiza en la secuencia AB. Favorece la 
oligomerización sin cambio en el ratio AB42/40. 
BRI-Aβ40 o 
BRI42 
Ratones expresando las isoformas AB sin sobrexpresión de APP. 
JNPL3 Expresan 4RON y MAPT con la mutación P301L. Fue el primer modelo transgénico, con depósito de ovillos neurofibrilares y pérdida celular. 
TauP301S Expresan la isoforma más corta de 4R MAPT con la mutación P301S. 
TauV337M 
Con la mutación V337M con el promotor de factor de crecimiento derivado de 
plaquetas (PDGF). 
TauR406W 
Expresan 4R MAPT humana con la mutación WR06W bajo el promotor 
CAMKII. 
rTg4510 Con MAPT inducible por sistema TET-off. 
HTau Expresan sólo la MAPT humana, es también un “Knock-out” para MAPT 
endógeno de ratón. 
TAPP Tg2576Xjnpl3. Aumenta la patología de MAPT, parece que la APP mutada 
aumenta la patología de MAPT. 
3xTgAD Triple modelo que expresa APPswe, MAPT301L en un ratón PSEN1M146L. 
 
Tabla 3. Modelos transgénicos mas importantes de la EA en ratón (modificado de 
(McGowan y cols., 2006). 
 
 
Las isoformas de APP que resultan del splicing tienen un rango de 563 a 
770 residuos peptídicos de longitud. La isoforma más abundante es la APP695, 
la forma predominante además en neuronas (Ko y cols., 1990). Se han 
identificado 5 mutaciones en la proteína APP en EA de tipo juvenil en diferentes 
familias, todas localizadas cerca del dominio Aβ (Goate y cols., 1991; Hendriks 
y cols., 1992).  
 
Nosotros hemos usado el ratón transgénico Tg2576, con la llamada 
mutación “sueca”, denominada comúnmente como APPswe. La elección original 
de este modelo fue en base a su desarrollo menos agresivo que otras líneas, 
teniendo que esperar hasta los 10 meses para comenzar a observar depósitos 
de amiloide. De esta manera, al realizar las pruebas con el doble mutante de 
parkina (PK-KO, mutación también de lento desarrollo) podríamos observar la 
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combinación de ambas patologías, sin el solapamiento de un fenotipo frente al 
otro y usar posibles estrategias neuroprotectoras. 
 
1.2.1 La enfermedad de Parkinson 
La enfermedad de Parkinson (EP) fue descrita por primera vez por 
James Parkinson en 1817 y es la segunda enfermedad neurodegenerativa más 
común tras la enfermedad de Alzheimer, con una prevalencia de entre el 1% y 
el 3% de la población que supera los cincuenta años. Los síntomas 
considerados como parkinsonianos son: lentitud en los movimientos 
(bradiquinesia), temblor, rigidez muscular, dificultad al andar e inestabilidad 
postural. La administración de L-DOPA, precursor de la dopamina (DA) alivia al 
menos parcialmente estos síntomas en determinados pacientes. La 
característica patológica más llamativa y que es considerada como “hallmark” 
en la EP es la pérdida selectiva de las neuronas dopaminérgicas (DAérgicas) 
de la sustancia nigra del mesencéfalo, que se asocia a una importante 
reducción de los niveles de DA en el estriado, y la desregulación de los 
circuitos neuronales que controlan el movimiento. Los síntomas aparecen de 
forma progresiva y sólo se manifiestan cuando la concentración de DA en el 
estriado ha disminuido un 60-80%, este hecho hace que al momento del 
diagnóstico la pérdida neuronal sea ya muy grande y dificulta tratamientos de 
neuroprotección (Shadrina y cols., 2010). 
 
La gran mayoría de los casos de parkinsonismo primario son 
esporádicos e idiopáticos. A principios del siglo XX, Gowers describió que el 
15% de los pacientes de EP tenían parientes afectados (Gowers, 1900), 
apoyando un importante componente genético/hereditario de la enfermedad. 
Durante el siglo pasado se consideraba que los principales causantes de la EP 
eran factores medioambientales, debido principalmente a la descripción por 
Constantin von Ecónomo en 1917 del parkinsonismo post-encefalítico por 
infecciones víricas. Hoy se piensa que también puede tener un componente 
auto inmune (Dale y cols., 2004). Posteriormente se descubrieron los 
parkinsonismos inducidos por agentes como manganeso (Mena y cols., 1970), 
MPTP (Langston y cols., 1983), pesticidas como rotenona y paraquat (Barbeau 
y cols., 1985; Casarejos y cols., 2005) o fármacos como los agonistas de calcio 
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y neurolépticos (Mena y cols., 1995; Casarejos y cols., 2005; Casarejos y cols., 
2006; Mena y de Yebenes, 2006).  Sin embargo los primeros estudios con 
gemelos no mostraron susceptibilidad genética en esta enfermedad (Ward y 
cols., 1983; Marttila y cols., 1988).  
 
 
 
1.2.2 Factores genéticos en la enfermedad de Parkinson 
Durante los últimos tiempos se han descrito al menos 16 genes y loci 
genéticos asociados con EP y mutaciones en al menos 6 genes que causan 
formas familiares hereditarias de EP (Hardy y cols., 2006): 
 
• PARK-1. α-Sinucleina: Componente principal de los cuerpos de 
Lewy encontrados en EP. Se localiza en vesículas sinápticas y núcleo, 
donde se deposita, se encontró en cerebros de pacientes de EA y se llegó 
a llamar “componente no beta del amiloide”. Se cree que tiene función en 
la liberación de neurotransmisores (Golbe y cols., 1990; Polymeropoulos y 
cols., 1996; Zarranz y cols., 2004; Lee y cols., 2006). 
• PARK-2. Parkina: Actúa como una E3-ubiquitin ligasa, 
ubiquitiniza proteínas para su degradación vía proteosoma. Las 
mutaciones en este gen causan formas familiares autosómicas recesivas 
de Parkinson. Este gen se explica posteriormente. 
• PARK-3: Gen aún no identificado. 
• UCH-L1: Una mutación de este gen se identificó en una única 
familia de Alemania. UCHL1 es una ubiquitina hidrolasa, un componente 
importante del sistema del proteasoma que hidroliza y libera monomeros 
de ubiquitina de las proteínas ubiquitinadas. En estos momentos se duda 
de la importancia de este gen y se piensa que el hallazgo de Elisabeth 
LeRoy (Leroy y cols., 1998) puede ser un mero e inocente polimorfismo. 
• PINK-1 (proteína quinasa inducida por PTEN): PINK-1 es una 
serina- treonina quinasa localizada en la mitocondria, en la que se han 
descrito múltiples mutaciones que provocan EP (Valente y cols., 2004; 
Marongiu y cols., 2007).  
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• DJ-1: Implican menos del 2% de los casos de AR-JP descritos. 
DJ-1 es una chaperona que se activa en respuesta a estrés oxidativo y se 
inactiva en ambientes reductores. Su sobre-expresión protege y su 
deficiencia sensibiliza a las neuronas DAérgicas frente a diferentes 
estímulos que provocan estrés oxidativo, y una vez oxidada DJ-1 inhibe la 
agregación de proteínas como la sinucleina (Shendelman y cols., 2004; 
Zhou y cols., 2006). DJ-1 puede funcionar también como proteasa 
(Olzmann y cols., 2004).  
• Dardarina, término derivado de la palabra dardara, o "temblor" 
en euskera, al haberse descubierto a partir del estudio de varias familias 
del País Vasco (LRRK 2, quinasa rica en repeticiones de leucina): El gen 
PARK8 codifica para una proteína llamada dardarina (Zarranz y cols., 
2004; Khan y cols., 2005). De herencia autosómica dominante se ha 
descrito su asociación con estructuras de membrana como vesículas, 
retículo y mitocondrias (Biskup y cols., 2006). También se ha implicado en 
la regulación del citoesqueleto (MacLeod y cols., 2006) y colocalizando 
con tau en inclusiones neuropatológicas (Rajput y cols., 2006). 
  
 Gen 
  
 Proteína 
 
Herencia 
 
Función 
 
 
Referencia 
PARK1 
y 
PARK4 
α- 
Sinucleína AD ¿Trafico vesicular? 
(Polymeropoulos 
et al. 1997) 
PARK2 Parkina AR E3-ubiquitina ligasa (Kitada y cols., 1998)  
PARK3  AD, IP 2p13 (Gasser y cols., 1998)  
PARK5 UCHL1 AR Ubiquitina hidrolasa (Leroy y cols., 1998)  
PARK6 PINK1 AR Quinasa mitocondrial (Valente y cols., 2004)  
PARK7 DJ-1 AR Chaperona, Respuesta a estrés (Bonifati y cols., 2003)  
PARK8 LRRK2 AD, IP Quinasa citosólica 
(Funayama y cols., 
2002; Zarranz y cols., 
2004) 
PARK9 NF- M  1p36 (Lavedan y cols., 2002)  
PARK10   1p32 (Hicks y cols., 2002)  
PARK11 Apoe 4  2q23.1-q23.3 (Pankratz y cols., 2003)  
 Sinfilina-1  Vesículas sinápticas (Marx y cols., 2003)  
 NR4 A2  Desarrollo neuronas TH+ (Le y cols., 2003) 
 Tau  Citoesqueleto (Pastor y cols., 2000)  
 Gsk 3  Quinasa citoplásmica (Kwok y cols., 2005)  
“Factores modificadores de la enfermedad de Alzheimer”, INTRODUCCIÓN 
 
34 
 
Glutation 
transferasa  Respuesta a estrés (Vilar y cols., 2007)  
 
Tabla 4. Genes implicados en la EP, en negrita los genes que se ha confirmado en varias 
familias, que su defecto genético produce EP 
 
No ha sido posible identificar un único elemento causal en el origen de la 
EP, y se debate en la actualidad si esta enfermedad es un conjunto 
heterogéneo de múltiples entidades con diferente etiopatogénesis. Se acepta 
que las principales causas de la pérdida de neuronas DAérgicas en la EP son: 
la disfunción mitocondrial, el aumento del estrés oxidativo, el mal 
funcionamiento de los sistemas de degradación de proteínas, y la activación 
microglial (Jenner y Olanow, 1996). Los agentes medioambientales 
mencionados, el envejecimiento y las alteraciones genéticas que se describen 
a continuación, son factores etiopatogénicos con efectos aditivos y a veces 
sinérgicos. 
 
1.2.3 La proteína parkina, ¿factor modificante de la toxicidad por 
amiloide? 
Tanto la enfermedad de Parkinson como la de Alzheimer, se 
caracterizan por la acumulación de proteínas (amiloide, tau, sinucleína, cuerpos 
de Lewy…) como punto clave, en su diagnosis final y posiblemente en el curso 
de la enfermedad. La parkina es uno de los genes relacionados con la EP, se 
postula que por sus múltiples funciones en la movilización de proteínas 
anómalas vía proteosoma, actividad en la transcripción y vía lisosomal. A su 
vez se han descrito proteínas con funciones similares (CHIP) que interaccionan 
con proteínas y actividades de limpieza de amiloide (con HSPs) relacionándose 
con la EA (Magrane y cols., 2004; Kumar y cols., 2007). Es posible que el 
Fig. 4. Estructura y mutaciones descritas en la parkina. UBL: similar a la ubiquitina; 
RING: dominio proteico similar a los dedos de Zn; IBR: dominio entre los RING. La 
mayor parte de las mutaciones que causan patología están asociadas a los RING. 
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aumento de proteínas anómalas que aparece en la EA, pudiera relacionarse 
con una disminución de la efectividad en su eliminación, como parece 
producirse por la ausencia/malfuncionamiento de parkina en EP. 
Las alteraciones en el gen Park-2 se asocian de forma característica a la 
forma recesiva juvenil de la EP (AR-JP), y con menos frecuencia a otras 
formas. Este gen codifica para la proteína parkina, una E3 ubiquitina ligasa 
(Kitada y cols., 1998). El tamaño del gen Park-2 es de 1,53 Mb y consta de 12 
exones separados por regiones intrónicas (Kitada y cols., 1998; West y cols., 
2001). El gen Park-2 codifica para la parkina, una proteína de 465 aminoácidos 
y un peso molecular de 52 kDa. Se encuentran proteínas similares en 
Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, ratón, rata y otras especies 
(Horowitz y cols., 1999; Culetto y Sattelle, 2000; Kitada y cols., 2000; Bae y 
cols., 2003). Su estructura es modular (Figura 4), un dominio ubiquitina en la 
región N-terminal, una región central y dos dominios RING-finger (Really 
Interesting New Gen) en la región C-terminal. Su promotor funciona 
bidirecionalmente regulando la transcripción de este gen, pero también de otro 
gen antisentido (West y cols., 2003) que tiene un tamaño de 0.6 Mb, de cinco 
exones, el “gen corregulado de Park-2” (PACRG).  
 
Se han identificado muchos tipos de mutaciones: deleciones de uno o 
varios exones (Kitada y cols., 1998), duplicaciones o triplicaciones de exones, 
mutaciones de cambio en la pauta de lectura, mutaciones puntuales, etc... Las 
mutaciones en el gen de la parkina que se asocian a AR-JP se detectan tanto 
en homozigosis como en heterozigosis combinada o simple. En la mutación 
“simple” la pérdida de una de las copias del gen constituye un factor de riesgo 
para el desarrollo de la EP. 
Se considera que las mutaciones en el gen Park-2 producen el 50% de 
los casos de parkinsonismo juvenil hereditario autosómico recesivo (AR-JP), 
constituyendo un 10% del total de los casos. Las características de la AR-JP 
son: existencia de varios miembros de la familia afectos, un inicio temprano, 
síndrome parkinsoniano con aspectos clínicos anormales y ausencia de 
cuerpos de Lewy en el cerebro. 
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El fenotipo clínico, la histopatología y las diferentes mutaciones de las 
lesiones Park-2 son muy variables, sin tener clara una gravedad fenotípica  
específica del truncamiento de la proteína. Se considera que grandes 
alteraciones de la proteína que anularían por completo su actividad llevarían a 
una EP de inicio precoz y patrón recesivo, mientras que las lesiones parciales 
que permiten el mantenimiento de una función residual o casos de hemizigosis 
tienen un patrón clínico más parecido a la EP clásica.  
 
1.2.3.1 Parkina como E3 ubiquitin ligasa 
La proteína parkina, como otras proteínas con dominios RING-finger, 
funciona como una E3 ubiquitin ligasa (Shimura y cols., 2000; Zhang y cols., 
2000). Las E3 ligasas son proteínas que unen ubiquitina a diversas proteínas. 
El sistema de degradación de proteínas marcadas con ubiquitina a través del 
proteosoma juega un papel crucial en la regulación del nivel de proteínas que 
intervienen en la división celular, transducción de señales, regulación de la 
transcripción y metabolismo y controlar la calidad de las proteínas, degradando 
las mal sintetizadas u oxidadas (Schapira y cols., 1990; Schubert y cols., 2000). 
La ubiquitinización y su mal funcionamiento se encuentra muy relacionada con 
la acumulación, que es a su vez, un punto común de las enfermedades 
neurodegenerativas (Ciechanover y Brundin, 2003; Giasson y Lee, 2003; 
Moore y cols., 2003). 
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Figura 5. Diferentes funciones de la modificación proteica por ubiquitina. Modificado de 
(Ciechanover y Brundin, 2003) (a) Degradación de proteínas dependiente del proteasoma 
(b) Mono o oligo-ubiquitinización que dirige proteínas de membrana a su degradación en 
los lisosomas. (c) Mono-ubiquitinización (d) o modificación por proteínas similares a la 
ubiquitina (UBL) como SUMO pueden dirigir proteínas a diferentes destinos 
subcelulares, como complejos de transcripción o de traslocación al núcleo. (e) La unión 
de cadenas de ubiquitina a través de la Lys 63 puede provocar directa o indirectamente 
cambios transcripcionales. 
 
La unión covalente de la ubiquitina con el sustrato se produce mediante 
la activación de una cascada enzimática en la que intervienen tres tipos de 
enzimas:  
• E1 que activan la ubiquitina, 
• E2 que conjugan la ubiquitina 
• E3 (como la parkina) que ligan la ubiquitina al sustrato 
 
En sucesivos ciclos de este proceso, varias moléculas de ubiquitina se 
unen al sustrato y forman una cadena de poli-ubiquitina que es la señal que 
reconoce el proteosoma para proceder a la degradación del sustrato. El 
sustrato es degradado por el proteosoma y la cadena de poli-ubiquitina se 
recicla por medio de enzimas como la UCH-L1 o la Ubiquitina hidrolasa 
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carboxi-terminal, que hidrolizan la cadena y regeneran monómeros de 
ubiquitina (Figura 6). 
 
Figura 6. Esquema del funcionamiento de la proteína parkina en la degradación de 
proteínas vía proteosoma 
 
En el caso de la parkina, las mutaciones asociadas a la EP autosómica 
recesiva, suelen impedir la interacción de la parkina con las enzimas E2 o con 
el sustrato y reducen o suprimen por completo su actividad ubiquitina- ligasa. 
 
Al descubrirse su función se pensó que las mutaciones en el gen Park-2, 
que conllevan la supresión de la función de la parkina, producirían la 
acumulación de los sustratos de la parkina, lo que originaría la muerte selectiva 
de las neuronas DAérgicas en la EP. Se han descrito numerosos sustratos 
ubiquitinizados y dirigidos al proteosoma por la parkina, algunos presentes en 
los cuerpos de Lewy como: CDCrel-1 y 2, GRP37 (receptor del tipo de 
endotelina asociada a la parkina), p38, Sinfilina-1, α-sinucleina glicosilada, 
tubulina, Sinaptotagmina XI, Ciclina, RanBP2, Ataxina, SIM y FBP1 
(Wakabayashi y cols., 2000; Zhang y cols., 2000; Imai y cols., 2001; Ren y 
cols., 2003; Ko y cols., 2005; Okui y cols., 2005). 
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Algunos de estos substratos de la parkina que se encuentran implicados 
en enfermedades neurodegenerativas, en el tráfico microtubular de vesículas 
sinápticas e incluso en transcripción génica. 
 
Además de la degradación proteasomal de estos substratos, se postuló 
mediante herramientas bioinformáticas que los dos dominios RING-finger en el 
extremo C-terminal de la proteína parkina podrían tener un papel en la 
regulación de la expresión génica (Morett y Bork, 1999). Se ha descrito la 
interacción de parkina con factores de transcripción nucleares como SIM2 
(Okui y cols., 2005) FBP1 (Ko y cols., 2006) o IkB/NFkB (Henn y cols., 2007) y 
mitocondriales como TFAM (Kuroda y cols., 2006). En este sentido, se ha 
demostrado que parkina está implicada en la regulación de la expresión génica 
en líneas celulares (Unschuld y cols., 2006) y suprime la expresión de 
monoaminooxidasa (MAO-B), la enzima encargada de la degradación de la 
dopamina (DA) (Jiang y cols., 2006). 
Además del importante papel de la parkina en el marcaje de sustratos 
para su degradación vía proteosoma y su actividad como regulador 
transcripcional se ha implicado en la modulación de la endocitosis del EGFR 
(receptor del factor de crecimiento epidérmico). Se la relaciona por la 
ubiquitinización independiente del proteosoma y activación de la quinasa AKT 
(Fallon y cols., 2006).  
 
La parkina también se encuentra implicada en la generación de radicales 
libres y el estrés oxidativo, uno de los aspectos más importantes en las 
enfermedades neurodegenerativas. El estrés oxidativo inhibe la actividad de 
parkina y provoca su agregación (Winklhofer y cols., 2003; Muqit y cols., 2004; 
Wong y cols., 2007), y sin embargo la expresión de la proteína aumenta en 
respuesta a estrés (Yang y cols., 2006). Su sobre-expresión protege las células 
de la apoptosis inducida por DA (Jiang y cols., 2004a; Jiang y cols., 2004b), la 
DA modificaría covalentemente a la parkina e inhibe su actividad (LaVoie y 
cols., 2005) y su eliminación protege de la apoptosis inducida por L-DOPA en 
cultivos enriquecidos en neuronas mesencefálicas (Casarejos y cols., 2005), 
debido a que los niveles de GSH aumentan en ausencia de parkina (Itier y 
cols., 2003; Casarejos y cols., 2005; Solano y cols., 2006).  
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Hemos visto además, que los cultivos de neuronas y glía deficientes en 
parkina tienen elevados niveles de GSH, esto confiere protección frente a 
concentraciones de radicales libres que son toxicas para cultivos WT (Solano y 
cols., 2006).  
 
1.2.3.2 Modelos de eliminación genética de la parkina en ratones 
La eliminación de la parkina en ratones (PK-/-) se ha llevado a cabo 
utilizando diferentes estrategias. La eliminación de diferentes exones de la 
parkina en diferentes cepas de ratones, ha podido contribuir a que se obtengan 
distintos fenotipos (Goldberg y cols., 2003; Itier y cols., 2003; Palacino y cols., 
2004; Von Coelln y cols., 2004; Fleming y cols., 2005; Perez y Palmiter, 2005). 
La deleción del exón 2 es el único modelo que no presenta alteraciones en el 
comportamiento y metabolismo DAérgico. La deleción del exón 7 muestra 
alteraciones en las neuronas TH+ del locus coeruleus, un síntoma de 
parkinsonismo. Los dos modelos en que se ha eliminado el exón 3 muestran 
aumento de la DA en el estriado y alteraciones del comportamiento 
dependiente de DA. 
 
Nosotros hemos trabajado con los ratones sin exón 3 descritos por Itier 
(Itier y cols., 2003). En este modelo, no se han encontrado diferencias entre los 
ratones WT y PK-/- jóvenes en los niveles de tirosina hidoxilasa en la sustancia 
nigra. Tampoco en sustratos de parkina como la α-sinucleina, ubiquitina o 
sinaptofisina. Por el contrario, hay una reducción significativa en los niveles del 
transportador de la dopamina (DAT) y en el transportador vesicular de 
monoaminas 2 (VMAT2), lo que se ha confirmado de forma independiente 
porque la parkina aumenta la expresión de DAT (Jiang y cols., 2004a; Jiang y 
cols., 2004b). La transmisión glutamatergica también esta alterada. Los 
mayores niveles de DA y el incremento en el metabolismo de la DA por la 
monoamino oxidasa (MAO-B), aumenta el estrés oxidativo en el estriado de 
estos ratones. Este aumento se compensa con el incremento de los niveles de 
GSH en ratones jóvenes (Itier y cols., 2003). Sin embargo, en ratones viejos, 
los sistemas de neuroprotección dejan de funcionar y aparece un fenotipo 
parkinsoniano, con disminución de la zancada y pérdida de neuronas TH+ en la 
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sustancia negra y acumulación de proteína tau (Rodriguez-Navarro y cols., 
2007). 
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II. La anestesia ¿factor externo modificador de la 
toxicidad en enfermedad de Alzheimer? 
 
A medida que la esperanza de vida crece, resultado de una mejor 
calidad de vida, también el porcentaje de población que se encuentra expuesto 
a padecer demencia, de las cuales la más extendida es la EA, aumenta. 
Podemos suponer que los factores genéticos en términos poblacionales no han 
variado, por tanto los factores ambientales externos que influyen sobre esto 
cobran más importancia. Los factores externos juegan un papel crucial en el 
riesgo de padecer demencia, por ejemplo uno de ellos es la exposición a 
drogas, y los anestésicos entran dentro de este campo. La mayor parte de la 
población se ve expuesta en algún momento de sus vidas a anestesia general, 
y algunos autores apuntan la posible influencia sobre las demencias en las 
últimas etapas de la vida (Rasmussen, 2006; Eckenhoff y cols., 2008; 
Eckenhoff, 2008; Wei y Xie, 2009). Numerosos estudios epidemiológicos 
empezaron a sugerir esta relación entre el riesgo de padecer EA y el número 
de intervenciones quirúrgicas con anestesia general. Bohnen (Bohnen y cols., 
1994a; Bohnen y cols., 1994b) sugirió que la exposición acumulativa a 
procesos de anestesia general antes de los 50 años estaba inversamente 
relacionada con la edad y gravedad de aparición de EA, aunque otros estudios 
muestran resultados diferentes (Mandal y cols., 2006; Mandal y Pettegrew, 
2008a, b). Esta controversia puede deberse a que los resultados son 
menospreciados al no dar en ocasiones una significación importante, pero si 
una tendencia, y los trabajos aún necesitan de una estandarización de bases 
de datos. Recientemente se ha celebrado un simposium para recoger los 
resultados de las últimas investigaciones sobre el tema (Baranov y cols., 2009).  
La disfunción cognitiva post-operativa (POCD en inglés) es una 
complicación común en medicina, que aparece en los días o semanas 
posteriores a la anestesia general (Rasmussen y cols., 2006; Newman, 2007; 
Caza y cols., 2008). Esta descrita en pacientes sometidos a procesos 
quirúrgicos (Moller y cols., 1998; Abildstrom y cols., 2000; Rasmussen, 2006; 
Newman, 2007; Newman y cols., 2007; Monk y cols., 2008) y sus factores de 
riesgo se solapan con los de la EA: edad, nivel educativo y genotipo ApoE 
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(Monk y cols., 2008; Eckenhoff y Eckenhoff, 2010). Comienza a considerarse 
que los anestésicos generales (especialmente los inhalatorios) podrían afectar 
a las capacidades cognitivas de los pacientes más allá del periodo post-
operatorio, llegando a producir déficits cognitivos en aquellos individuos de 
mayor edad. Aún no se ha encontrado la relación definitiva entre anestesia, la 
cirugía y las demencias, pero a medida que se investiga parece clara su 
relación y adquiere más importancia (Peretz y cols., 2005). 
 
2.1.1 La anestesia 
Los anestésicos generales son los mayores depresores del SN que se 
conocen en medicina. Su efecto, que es considerado comúnmente como un 
sueño profundo, se acerca más al estado de coma farmacológico ó de 
“desvinculación cognitiva” desde el punto de vista sensorial. Los anestésicos 
son moléculas que actúan a nivel cerebral a pequeñas concentraciones, 
actuando sobre la sinapsis, enzimas e incluso sobre componentes del cito-
esqueleto. A nivel corporal su uso afecta a funciones de control simpático, 
como son la regulación respiratoria y de temperatura, función cardiaca y 
hemodinámica, además de producir un estado post-anestesia de déficit 
cognitivo (desorientación, olvidos...), que es mayor cuanto más edad tienen los 
pacientes (POCD). Por este motivo, determinados pacientes que tienen una 
función cardiaca deficiente, problemas cardiopulmonares, tras traumatismos ó 
con una edad avanzada, deben de recibir dosis inferiores de anestesia. 
Además, existen algunos pacientes, que por motivos desconocidos, muestran 
una mayor “resistencia” a algunos anestésicos, produciendo “consciencia intra-
operatoria” (el paciente manifiesta haber estado consciente durante la 
operación). En esta situación pueden llegar a sentir dolor y estar parcialmente 
conscientes, además de los ya más comunes efectos secundarios.  
Hay varios estudios que vinculan estadísticamente la posibilidad de sufrir 
Alzheimer en edades avanzadas (Culley y cols., 2003) con el número de 
intervenciones sufridas a lo largo de su vida (Bohnen y cols., 1994a; Gasparini 
y cols., 2002; Lee y Gin, 2005). Esta correlación produjo un aluvión de trabajos 
sobre los anestésicos y la relación con la proteína acumulada por excelencia en 
EA, el β-amiloide (Eckenhoff y cols., 2004; Kvolik y cols., 2005; Palotas y cols., 
2005; Mandal, 2007; Xie y cols., 2007; Culley y Crosby, 2008). 
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La anestesia general es en la actualidad uno de los pilares modernos de 
la medicina, no obstante la mortalidad relacionada con los procesos de 
anestesia general, se mantiene rondando cifras de 1 paciente por cada 13.000 
operaciones en los últimos 15 años a pesar de los avances técnicos y nuevos 
anestésicos. Realmente, aún se desconocen muchos de los mecanismos de 
acción de los anestésicos, y por qué aparecen efectos secundarios, o por qué 
el estado cognitivo alterado es más duradero en pacientes de edad avanzada.  
 
2.1.2 Empirismo en la anestesia 
La realidad es que el desarrollo de la anestesia ha sido netamente 
empírico, siguiendo un proceso de “ensayo-error” desde el descubrimiento del 
éter en 1948 por William Morton. La mayor parte de los anestésicos actuales 
comparten estructura y por tanto propiedades y efectos clínicos con el éter, 
usado por Morton en Boston para facilitar su tarea como dentista. Dicho 
desarrollo empírico se basa en la capacidad de los nuevos derivados del éter 
(holalcanos o haloéteres) para producir una serie de efectos deseados: 
sedación, inconsciencia, inmovilidad, amnesia, inmovilidad muscular y 
analgesia, todos ellos relacionados con actuaciones sobre el Sistema Nervioso 
Central (SNC) (Tabla 5). 
 
SEDACIÓN Excitabilidad reducida. Disminuye la actividad neuronal en las zonas 
corticales del cerebro. 
INCONSCIENCIA 
Anulación de respuesta frente a estímulos. Disminuye la actividad en zonas 
corticales y en el tálamo, zona de integración en procesos cerebrales. 
INMOVILIDAD 
Ausencia de motricidad frente a estímulos mecánicos. Supresión de la 
actividad neuronal en la médula espinal y cerebelo, zona de control motor. 
AMNESIA 
Ausencia de recuerdos durante el periodo de anestesia. Las moléculas de 
los anestésicos producen cambios en estructuras cerebrales involucradas 
en la formación de recuerdos: hipocampo, corteza prefrontal, amígdala, 
zonas motoras y sensitivas. 
ANALGESIA 
Ausencia de estímulos al dolor y relajación muscular. Se considera fruto de 
la caída de actividad en la médula espinal. 
 
Tabla 5. Componentes del efecto anestésico y zonas cerebrales afectadas 
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A lo largo del siglo XX se postulaba que la función anestésica se 
conseguía por la interacción que producían las moléculas del anestésico con 
los componentes lipídicos de la membrana celular. La mayor parte de los 
anestésicos son productos liposolubles y de estructura variable, esta 
variabilidad hacía pensar que interactuaba de manera no selectiva sobre los 
receptores y relajaba los disparos neuronales. Posteriormente, lejos de esa 
idea, se consideró que su función era muy selectiva, y que dependiendo de los 
tipos de receptores de los distintos tipos neuronales, con los que interactuaba, 
se producían unos efectos u otros (o todos en conjunto), y se justificaban 
además los efectos secundarios “indeseados”. En la actualidad, se relaciona su 
efecto con los receptores GABAA postsinápticos (Sonner y cols., 2003) y extra-
sinápticos, fuera del botón sináptico (Lagasse, 2002; Rudolph y Antkowiak, 
2004; Hemmings y cols., 2005; Cheng y cols., 2006) como los responsables del 
mantenimiento de la hiper-polarización de la membrana. Los receptores GABA 
podrían incluso ser activados por los anestésicos (actuando como ligandos) y 
mantener el silencio de la sinapsis. Otro aspecto muy importante, es la relación 
entre el uso de la anestesia y la oligomerización del β-amiloide en placas, 
punto clave para la etiopatología de EA. 
 
Concentración Alveolar Mínima (CAM) 
Los efectos farmacodinámicos de los gases anestésicos deben  de 
basarse en dosis dependiendo de la potencia de su efecto, y para valorar las 
dosis se usa la concentración alveolar mínima (CAM). CAM es la concentración 
de anestésico a 1 atmosfera de presión (760 mm Hg) que suprime los 
movimientos (normalmente supresión de movimiento muscular) frente a una 
simulación de intervención (varias pruebas, la clásica es una incisión en el 
abdomen) en el 50% de los pacientes (Saidman y cols., 1967; Quasha y cols., 
1980), dato análogo a la llamada ED50 usada en drogas intravenosas. Las 
recomendaciones de los fabricantes de anestésicos son de 1.2 a 1.3 CAM para 
asegurar la pérdida de consciencia por parte del paciente, aunque no esta 
asegurada la respuesta del mismo, la incidencia de problemas es mínima a 
estas concentraciones. 
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De todos modos, estos niveles de CAM son variables dependiendo de 
las drogas que se acompañen a su uso, ya sean relajantes musculares, 
hipnóticos, antieméticos, analgésicos, o un vehículo para el anestésico distinto 
al O2, acompañándolo por ejemplo con óxido nítrico (NO) lo que aumenta su 
solubilidad. Los valores de CAM son “sumatorios” en muchas variables, si 
administramos 0.5 CAM de isoflurano + 0.5 CAM de NO es equivalente a 1 
CAM a pesar de no llegar a los mínimos de las sustancias por separado en 
nivel de consciencia. Existen además diversos factores que varían los niveles 
de CAM necesarios para cada intervención, por ejemplo la hipotermia, el 
consumo de alcohol o la edad, sin que se sepa por qué influyen exactamente. 
Se considera que todos aquellos productos que reducen el nivel de 
neurotransmisión influyen negativamente en la CAM, aumentando los niveles 
necesarios para la obtención de los resultados requeridos (Miller D, 1994; 
Barash G, 2001). 
 
2.1.3 La anestesia y la enfermedad de Alzheimer 
La influencia de los anestésicos sobre el SNC y el organismo difiere 
según la edad, la variabilidad genética, el estado patológico, la eficacia y 
potencia (CAM) del producto utilizado etc… El cerebro es especialmente 
vulnerable a la neurotoxicidad en los “extremos” de la edad de un individuo, 
cuando experimenta los cambios del desarrollo inicial y cuando involuciona en 
los cambios sufridos en la senescencia (Culley y cols., 2007). El desarrollo 
inicial es un momento de gran vulnerabilidad, la barrera hematoencefálica aún 
no esta completa y los efectos sobre los neurotransmisores pueden ser muy 
diferentes en el cerebro neonatal. Pero el cerebro senescente esta también 
muy expuesto a la neurotoxicidad, en el cerebro de edad avanzada, como el 
inmaduro, aún existe neurogénesis aunque en menor grado (Eriksson y 
Koivikko, 1997) y sigue sujeto a los cambios de plasticidad sináptica necesarios 
para la adquisición y aprendizaje de nuevas informaciones. El cerebro 
senescente sufre la pérdida de neuronas, disminución de concentraciones de 
neurotransmisores y una marcada disminución de la neurogénesis y 
sinaptogénesis, así como acumulación de posibles productos tóxicos, como el 
β-amiloide y tau en EA. La vulnerabilidad del cerebro senescente es un punto 
preocupante en la administración de anestésicos generales porque la población 
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mayor de 85 años es un segmento creciente en el mundo desarrollado, además 
son los usuarios mayoritarios de las intervenciones quirúrgicas y la 
vulnerabilidad del SN aumenta con la edad. No se sabe si es por el 
envejecimiento per se o por enfermedades asociadas con la edad, se cree que 
puede deberse a un déficit de acetil-colina, dopamina, tirosina, serotonina u 
otros neurotransmisores, además de que se reduce, con el tiempo, el tamaño 
cerebral y las células gliales en favor de líquido cefaloraquídeo (Miller D, 1994). 
El cerebro senescente tiene menos reserva y una capacidad más limitada de 
respuesta para compensar agresiones, por lo que pequeños incidentes de 
toxicidad pueden tener un gran impacto en su funcionamiento. Se ha 
demostrado que la anestesia podría ser una de estas “agresiones” al cerebro, 
no solamente produce la muerte neuronal sino que interfiere con procesos 
neuronales más complejos, estas drogas tienen mecanismos de acción 
específicos, pero también tienen mecanismos comunes de neurotoxicidad y 
acumulación de proteínas. 
 
Los anestésicos empleados en la actualidad se dividen en dos grupos 
principales: gases inhalados de los cuales halotano, isoflurano y sevofluorano 
son los más conocidos, e inyectables como el etomidato, la ketamina y sobre 
todo el propofol. Los inhalatorios (haloalcanos o haloéteres) difieren en el 
tamaño de su molécula, y se considera que el tamaño de la molécula influye 
directamente en la toxicidad que producen, así como, en la capacidad de 
agregación con péptidos amiloides, siendo los de menor tamaño molecular los 
que aumentan significativamente la oligomerización (Figura 7). Según esta 
hipótesis de oligomerización, el efecto de los anestésicos se sustenta por la 
interacción de estas moléculas hidrosolubles con los fragmentos de amiloide, 
interactuarían con las α-hélices de los fragmentos de β-42 “acercándolos”, 
facilitando y estimulando la oligomerización y finalmente produciendo la 
formación de las placas (Mandal, 2007). Otros trabajos aluden, a que no solo 
se produce esta interacción, sino que además se producen cambios 
estructurales en las uniones de los fragmentos de APP, pasando de uniones α-
hélices a barriles-β, aumentando su insolubilidad y agregación (Eckenhoff, 
2001). 
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Figura 7. Relación entre tamaño y capacidad de oligomerización de los anestesicos: 
Halotano, Isoflurano, Propofol, Thiopental 
 
2.1.3.1 Efectos de anestésicos en cultivos neuronales 
Los efectos de los anestésicos se han probado en cultivos neuronales, 
Zhang (Zhang y cols., 2008a) mostró la necesidad de añadir tratamientos de 
hipoxia a la aplicación de desfluorano para producir amiloidosis y activación de 
las caspasas. El mecanismo de toxicidad se relacionó definitivamente con la 
cascada de amiloidosis, gracias a los trabajos usando el clioquionol o 
nemantina, que bloquean los procesos de oligomerización, lo que reducía la 
muerte por apoptosis. El isoflurano, pero no el sevoflurano, inducen 
citotoxicidad en PC12 de rata. También in vitro se demostró una cierta relación 
de riesgo con patologías relacionadas con la EA, células PC12 transfectadas 
con la mutación de la presenilina-1 mostraron mayor vulnerabilidad a la 
citotoxicidad por anestesia (Liang y cols., 2008). 
 
2.1.3.2 Efecto de anestésicos en experimentos in vivo 
Se han publicado varios estudios in vivo estudiando la influencia de la 
anestesia en modelos animales (Tabla 6), estudios donde se observa una 
mayor sensibilidad de animales transgénicos modelos de EA frente a procesos 
de potenciación de toxicidad vía amiloidogénesis. Por ejemplo, se ha 
observado que ratones modelos de EA son menos sensibles frente a los 
efectos hipnóticos de los anestésicos frente a ratones controles (Bianchi y cols., 
2008) (Bianchi y cols., 2010), y que además muestran unos valores de CAM 
mayores que sus paralelos WT (Eckel y cols., 2010). Debe existir por tanto, 
vulnerabilidades genéticas y neuropatológicas asociadas con la patología 
Alzheimer frente a procesos anestésicos. Se ha demostrado como los 
anestésicos producen déficits en el aprendizaje en ratones en desarrollo 
(Jevtovic-Todorovic y cols., 2003; Ma y cols., 2007) y en animales de edad 
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avanzada dicha exposición produce una disminución cognitiva persistente 
(Culley y cols., 2004; Crosby y cols., 2005). Animales de edad adulta, 
expuestos repetidamente a isoflurano, muestran sensibilidad diferenciada en 
aquellos animales modelos de EA. Parece que los efectos amnésicos de los 
anestésicos se llevan a cabo en la transmisión de GABA, animales “knockout” 
de la subunidad de GABA tipo A se muestran mucho más resistentes a los 
efectos (Rau y cols., 2009), pero otros efectos fruto de la anestesia 
(disminución de ritmo respiratorio, control de la temperatura…) deben de 
relacionarse con la influencia sobre los segundos mensajeros, como proteínas 
G (Icaza y cols., 2009). 
 
Modelo animal Tipo de 
anestesia 
Parametros de 
estudio Resultados Referencias 
Ratas (Sprague-
Dawley) 200-250 
gr. 
Propofol, 
Tiopental 
WB, Amiloidosis, 
POCD* 
Sin cambios en la 
cascada de Aβ y 
compuestos 
seguros 
(Palotas y cols., 
2005) 
Tg2575 ratones 
transgénicos y 
controles de 12 
meses de edad 
Isoflurano, 
Halotano, 
 (0.8 CAM, 
repetido 5 días) 
IHQ, Amiloidosis, 
Morris water maze 
Halotano afecta 
comportamiento y 
amiloidogénesis 
(Bianchi y cols., 
2008) 
Ratones C57B6 1.4% Isoflurano, (2 horas) 
IHQ, β-secretasa 
BACE, WB 
Aumentan niveles 
de caspasa-3 y 
BACE  24 
horas tras 
anestesia 
(Xie y cols., 2008) 
Ratas (neonatas 
y de 16 meses) 
Isoflurano CAM 
(4 horas) 
Condicionamiento 
al miedo, Morris 
Water Maze, 
muerte celular y 
neurogénesis 
Muerte cellular, 
neurogénesis y 
respuesta 
neurocognitiva no 
afectada 
(Stratmann y 
cols., 2010) 
Ratones 
APP/Tau/PS1 (12 
y 14 meses) 
Isoflurano, 
Sevorano, 
Halotano (CAM) 
Emergencia de la 
anestesia y test 
de CAM  
Menor 
sensibilidad de 
transgénicos a 
concentraciones 
de CAM 
(Bianchi y cols., 
2010) 
Ratones APP23 y 
APP51/16 (4 a 18 
meses) 
Isoflurano 1-2% CAM 
Mayores niveles 
de CAM en 
ratones APP23 
(Eckel y cols., 
2010) 
Ratones C57B6 
(hembras) 
Isoflurano (4% 
inducción, 1-2% 
mantenimiento) e 
Ibuprofeno 
Recuperación 
post-operatorio y 
condiciones 
ambientales 
Mejor 
recuperación en 
ambiente 
enriquecido y 
social 
(Pham y cols., 
2010) 
 
Tabla 6: Estudios recientes de anestesia en modelos animales 
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Se sabe además, que tras las intervenciones muchos pacientes de edad 
avanzada sufren procesos de desorientación, pérdida de memoria, incapacidad 
de concentrarse propios del síndrome llamado POCD. Como hemos 
comentado las variables de riesgo para la EA y el POCD se solapan, y hay 
investigaciones que apuntan hacia cambios funcionales similares en ambos 
procesos (Abildstrom y cols., 2000; Xie y Tanzi, 2006; Newman, 2007; Newman 
y cols., 2007). También se ha considerado que el isoflurano y su inducción a la 
oligomerización de Aβ, aumento de apoptosis y relación con EA podría ser un 
punto de unión entre los delirios temporales, fruto de las intervenciones con 
anestesia general, y la demencia a más largo plazo (Xie y cols., 2006b). 
 
2.1.3.3 Características del isoflurano 
El isoflurano (1-cloro-2,2,2-trifluoroetil diflurometil eter), es un líquido no 
inflamable, incoloro, químicamente estable, no precisa de ninguna mezcla para 
su preservación, y a temperatura ambiente se mantiene hasta 5 años. Es un 
éter halogenado usado como anestésico inhalatorio. Su uso en medicina 
humana está empezando a declinar, siendo sustituido con el sevofluorano, 
desflurano y el intravenoso propofol, pero aún se usa mayoritariamente en 
veterinaria. El isoflurano es siempre administrado directamente en aire u 
oxígeno 100%, aunque también se utiliza con óxido nitroso, bajando su CAM. 
Tiene unas propiedades físicas que le confieren buena inducción, una rápida 
vaporización, pero puede irritar el sistema respiratorio. Se utiliza normalmente 
para el mantenimiento de la anestesia general previamente inducido por una 
droga intravenosa, como propofol o tiopental. En comparación con los más 
antiguos agentes inhalatorios, halothano y enflurano, su bajo coeficiente de 
solubilidad sangre-gas hace que la inducción de la anestesia y la recuperación 
sean rápidas. 
Reduce el metabolismo cerebral y en consecuencia disminuye las 
necesidades de O2 en el cerebro. No tiene propiedades convulsionantes y no 
causa cambios epileptiformes en el electroencefalograma (EEG). A bajas 
concentraciones no produce incremento del flujo sanguíneo cerebral pero por 
encima de 1 de CAM hay una subida dosis-dependiente. Este fármaco 
disminuye las resistencias vasculares provocando una discreta caída de la 
presión arterial media (PAM), tiene efecto vasodilatador, provoca una ligera 
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taquicardia refleja pero no ejerce ninguna acción potenciadora de las 
catecolaminas, se caracteriza por una marcada estabilidad del ritmo cardiaco. 
Tiene una acción depresora del sistema respiratorio intermedia, la respuesta a 
la hipoxia y a la hipercapnia se encuentra disminuida, también produce 
broncodilatación. 
 
2.1.3.4 ¿La anestesia factor neurotóxico? 
Los anestésicos no son inertes y su metabolización in vivo puede 
implicar intoxicación aguda o incluso crónica, dependiendo de su estructura, 
liposolubilidad, mecanismo de acción, potencia (medida en CAM para cada 
anestésico) y especificidad (Miller D, 1994). Por lo que no sólo se ha 
relacionado la anestesia con los procesos de oligomerización, sino también de 
manera muy clara con un aumento en la muerte neuronal (Thornberry, 1999; 
Eckenhoff y cols., 2004; Xie y cols., 2006a; Mandal y cols., 2007; Ouyang y 
cols., 2007; Xie y cols., 2007), produciendo un aumento de la actividad de las 
caspasas (Figura 8), mediante la variación del Ca2+ citosólico en neuroglioma 
humano transfectado con APP (Zhang y List, 1996; Xu y cols., 2000; Kvolik y 
cols., 2005; Ouyang y cols., 2007; Zhang y cols., 2008b). En experimentos 
realizados in vivo en ratones controles (C57B6) el isoflurano aumenta la 
expresión de las caspasas y expresión de BACE (reduciendo su degradación), 
lo que conllevaría un mayor corte de APP y acumulación de amiloide. Además 
se ha visto como el clioquinol, agente con capacidad atrapadora de amiloide, 
reduce la apoptosis, por tanto parece que la muerte neuronal esta directamente 
relacionada con la cascada de amiloidosis (Bianchi y cols., 2008; Culley y 
Crosby, 2008; Planel y cols., 2008).  
 
“Factores modificadores de la enfermedad de Alzheimer”, INTRODUCCIÓN 
 
52 
 
 
Figura 8. Esquema de la hipótesis de influencia del isoflurano en la agregación final de 
placas neuríticas y ovillos neurofibrilares 
 
 
2.1.3.5 La anestesia y su influencia en la proteína tau 
Además de la relación de la anestesia con el amiloide se ha estudiado 
también con la proteína tau. La proteína tau tiene función estructural en la 
estabilización de los microtúbulos, y al ser fosforilada tiende a agregarse 
formando los ovillos neurofibrilares clásicos en la patología de EA. Existen 
trabajos que afirman que la anestesia, dependiente del tiempo de exposición e 
independiente del anestésico aumenta la fosforilación de la proteína tau (Planel 
y cols., 2007; Run y cols., 2009). Esta interacción sería un tercer argumento, 
junto con la oligomerización del amiloide y la neurodegeneración observada, 
para justificar la interrelación epidemiológica vista entre EA y anestesia, y quizá 
también con la disfunción cognitiva en el periodo post-operatorio. No obstante 
este efecto podría no ser directo, hay trabajos que parecen apuntar a que la 
acumulación de tau por anestesia se elimina cuando se controlan variables 
como la hipotermia (Planel y cols., 2007). 
 
Isoflurano 
Activación de caspasas y apoptosis 
BACE γ-secretasa 
Procesamiento de APP 
Generación exceso 
Aβ  acumulación 
Agregación Aβ  
placas neuríticas 
Agregación proteína tau 
 ovillos neurofibrilares 
TOXICIDAD 
“Factores modificadores de la enfermedad de Alzheimer”, INTRODUCCIÓN 
 
53 
III. La trehalosa como factor neuroprotector de la 
toxicidad por anestesia en un modelo de enfermedad 
de Alzheimer 
 
3.1 La trehalosa 
El uso de osmolitos en la naturaleza para la estabilización de proteínas 
es algo muy extendido, estos reaccionan frente a situaciones de estrés aunque 
sus mecanismos de actuación no se conocen plenamente. Los osmolitos 
abarcan un amplio número de solutos, desde polifenoles, aminoácidos y sus 
derivados hasta azúcares como la trehalosa (Ignatova y Gierasch, 2007). 
 
La trehalosa es un polvo blanco, sin olor y tiene aproximadamente la 
mitad de capacidad edulcorante que el azúcar. Es un homodisacarido con dos 
glucosas unidos por un enlace glucosídico. Debido sus propiedades inherentes 
la trehalosa es utilizada en la industria farmacéutica, alimentaria, cosmética 
(Richards y cols., 2002) y se ha usado como protector de la estructura proteica 
en una gran variedad de campos (Tabla 7). La trehalosa esta presente además 
en la naturaleza cumpliendo multitud de funciones no solo en hongos y plantas, 
también por ejemplo en bacterias donde en procariotas es fuente de carbono, 
como componente estructural, soluto en cianobacterias (Arguelles, 2000) o 
formando parte de la pared celular en micobacterias. Es un azúcar muy 
abundante también en insectos, donde es el carbohidrato mayoritario en 
insectos voladores por su alta capacidad energética (de una molécula se sacan 
dos de glucosas mediante hidrólisis), y esta presente en la hemolinfa. En el 
reino animal  se ha encontrado en nemátodos y tardígrados, se considera a la 
trehalosa responsable de la resistencia de estos a las agresiones (Jonsson, 
2007).  
 
En los llamados “animales superiores” curiosamente no se produce de 
manera endógena, pero si se mantiene la enzima que la degrada, la trehalasa. 
Específicamente en los humanos dicha enzima se encuentra en el intestino 
delgado y en los riñones (Sasai Takedatsu 1996). 
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Aplicaciones Referencias 
En modelos de osteoporosis en ratón y como posible 
tratamiento en humanos 
(Arai y cols., 2001) (Yasushi Nishizaki, 
2000) 
Agente estabilizador de moléculas en industria 
farmacéutica frente a estrés 
(Schwendeman y cols., 1995; Jain y 
Roy, 2008) 
Como estabilizador de vacunas (Crowe y cols., 1994) 
En la preservación de células de mamífero contra la 
desecación, hipoxia y agregación por anoxia 
(Guo y cols., 2000; Haddad y Ma, 
2001; Chen y Haddad, 2004) 
Como agente protector frente a estrés térmico (Sun y cols., 1997) 
Como crioprotector en oocitos y fibroblastos humanos 
(Eroglu y cols., 2000; Eroglu y cols., 
2002) 
En modelo de enfermedad de Hungtinton en ratón (Tanaka y cols., 2004) 
Para contrarrestar la agregación de proteínas 
prionicas y daño oxidativo 
(Beranger y cols., 2008; Aguib y cols., 
2009) 
Interacción con la proteína β-amiloide en la EA 
(Liu y cols., 2005b; Izmitli y cols., 
2010) 
En el tratamiento de patología tau y amiloide en 
modelo doble transgénico Tauvwl / PK-/- de ratón 
(Rodriguez-Navarro y cols., 2010) 
 
Tabla 7. Aplicaciones de la trehalosa en la industria e investigación 
 
 
3.1.1 Papel de la trehalosa como bioprotector 
Hay diversas hipótesis sobre como actúa la trehalosa para conseguir su 
papel protector de estructuras, una de ellas se basa en las características 
morfológicas propias de la trehalosa. La trehalosa es polimórfica, tiene varios 
estados intermedios y al menos dos estados finales cristalinos. La 
transformación en estos estados es reversible y se realiza mediante la 
hidratación. Uno de los estados, el anhidrido (C12H22O11, forma anhídrica, peso 
molecular: 342.3 g mol-1) carece de moléculas de agua, no obstante al 
hidratarse pasaría al estado dihidrato (C12H22O11.2H2O, forma di-hidrato, peso 
molecular: 378.3 g mol-1) sin perder la consistencia cristalina. Los estados 
cristalinos tienen normalmente muy baja viscosidad, por lo que el movimiento 
de las moléculas es muy limitado y se ven inmovilizadas, “encapsuladas” 
dentro de la estructura cristalina manteniendo su estabilidad frente a 
situaciones de estrés. Basándose en esta capacidad hay una teoría sobre la 
protección mediada por trehalosa: la teoría de la inmovilización ó “vitrificación”. 
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La trehalosa actuaría manteniendo y conservando las estructuras en su forma 
cristalina (Qiang Liu, 1997) frente a por ejemplo, la desecación y se permitiría la 
recuperación de la normalidad con la rehidratación posterior, lo que recupera la 
movilidad de las moléculas previamente “atrapadas” (Crowe y cols., 2001; 
Sussich y cols., 2001).  
La trehalosa ha sido implicada en la protección de estructuras no solo 
frente a la desecación sino también a los procesos de congelación, o de estrés 
inducido por frío. Se hipotetiza que la trehalosa previene la activación y la 
agregación proteica frente a bajadas de temperatura y además estabiliza la 
membrana retrasando el cambio de fase de cristalina a fase de gel (Kandror y 
cols., 2002), además aumenta la viscosidad de el líquido citoplasmático lo que 
disminuye el riesgo de formación de cristales de agua en la congelación, lo que 
causaría grandes daños en la célula (Rudolph y cols., 1986). 
Otra de las hipótesis de las propiedades de la trehalosa se atribuye a su 
clasificación como sustancia “cosmótropa”, es decir la afinidad de su molécula 
con el agua es mayor que la del agua por si misma (trehalosa-agua > agua-
agua) y este hecho se considera que reduce la posibilidad de formación de 
cristales introduciéndose en la estructura del agua, siendo un excelente 
crioprotector. En esto se basa la teoría de “exclusión preferencial” en 
situaciones de exceso de agua, en la que la trehalosa competiría con la 
proteína por las moléculas de agua estructurándolas a su alrededor y 
manteniéndolas alejadas de la proteína, aumentando por tanto su 
compactación y mejorando su estabilización (Timasheff, 1993; Sola-Penna y 
Meyer-Fernandes, 1996). Según esta teoría la acción de la trehalosa se 
produciría sin interacción directa con la proteína, lo que la distingue de la 
llamada teoría de “sustitución de agua”. 
La teoría de la sustitución de agua implica el reemplazo del agua por la 
trehalosa alrededor de la proteína, habría por lo tanto un papel directo en la 
protección. La trehalosa mantendría la estructura dativa de la proteína 
manteniendo la estructura en 3 dimensiones de la misma, formando puentes de 
hidrógeno y aumentando su estabilidad (Crowe y cols., 1984; Liu y cols., 1996; 
Cho, 1997).   
 Las tres teorías no son excluyentes, de hecho se considera que la 
actuación de la trehalosa como protectora podría variar dependiendo de la 
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cantidad de soluto en la cuál se encuentre la biomolecula. Es provable que se 
aúnen las tres posibilidades dependiendo de las condiciones, no obstante la 
capacidad de biopreservación de la trehalosa no se debe exclusivamente a su 
papel como soluto, también implica a otras vías en la neuroprotección que 
aumenta el interés puesto en ella como tratamiento, como por ejemplo, su 
capacidad de inducción de la autofagia.   
 
3.2 La autofagia 
Como hemos visto, las enfermedades neurodegenerativas como EA, EP, 
enfermedad de Hungtinton y ataxias están relacionadas con el depósito 
anómalo de proteínas. Uno de los sistemas de degradación de acúmulos de 
proteínas junto con el proteosoma es la autofagia. Mientras que el UPS 
degrada las proteínas citosólicas y de vida media corta, debido al tamaño de su 
poro en el complejo que forma el autofagosoma, la autofagia se concentra en la 
degradación de proteínas de mayor tamaño y complejidad, de vida larga e 
incluso órganos celulares no funcionales. 
 
Durante la autofagia se produce una elongación de la membrana 
citoplasmática englobando partes del citoplasma con los productos a digerir y 
formando los fagosomas (autofagosomas si la partícula englobada finalmente 
es de la propia célula). Estas vesículas de doble membrana se funden con los 
lisosomas, vesículas que contienen enzimas de degradación dependientes de 
pH, para formar los lisosomas (autolisosomas en el caso de degradación 
autógena de la célula). La única proteína conocida en mamíferos que se une a 
los autofagosomas es el LC3, de las cual hay dos formas: I y II. Tras la 
activación de la autofagia la forma I citosólica se conjuga con 
fosfatidíletanolamina y resulta la forma de LC3-II (Sarkar y Rubinsztein, 2008). 
También la Beclina-1 es una proteína clave para la autofagia y el p62 se 
considera un sustrato de los procesos de autofagia (Stumptner y cols., 1999; 
Babu y cols., 2005; Bjorkoy y cols., 2005). 
 
Debido a su carácter común de acumulación de proteínas existen varios 
estudios sobre el posible papel de la autofagia en las enfermedades 
neurodegenerativas (Hara y cols., 2006; Komatsu y Ichimura, 2008; Sarkar y 
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Rubinsztein, 2008), se considera que aumentar la reacción autofagica podría 
ser una posible estrategia para disminuir la agregación de dichas proteínas y 
con ello la toxicidad. 
 
3.2.1 La autofagia como tratamiento frente a proteinopatías 
La inducción de la autofagia mediante métodos químicos se ha 
observado que protege contra la toxicidad por acumulación de proteínas 
degradándolas. Existen en la actualidad varios compuestos que cumplen esta 
función (Tabla 8) siguiendo diferentes métodos: 
 
• Inhibidores de mTOR: Diana de la rapamicina, que es la llave 
reguladora del crecimiento celular y proliferación, su expresión inhibe la 
autofagia. La rapamicina inhibe mTOR, por tanto induce la autofagia 
(Noda 1998) y la eliminación de proteínas agregadas.  
• Agentes reguladores de Inositol: Drogas reguladoras del humor 
como el litio, la carbamazepina, el ácido valproico que disminuyen los 
niveles de Inositol (Williams y cols., 2002), o compuestos como L-690,330 
también influyen en la autofagia (Sarkar y cols., 2005), mediante la 
inhibición de la fosforilación de inositol impidiendo su reciclaje (Berridge, 
1993). 
• Moléculas potenciadoras de la rapamicina: 3 compuestos 
“SMERs” inducen autofagia de manera independiente a m-TOR (Sarkar y 
cols., 2007). 
• Drogas aprobadas por la FDA: 7 compuestos se identificaron 
como inductores de la autofagia independiente de m-TOR (fluspirilina, 
trifluoperacina, primocida, niguldipina, amidarone, loperamina y penitrem 
A). Algunas de las drogas tienen efectos secundarios indeseables con su 
uso continuado. 
• La trehalosa: Es un disacarido encontrado en varias especies 
fuera de los mamíferos, incluyendo bacterias, hongos, insectos, 
invertebrados y plantas en las que dos moléculas de glucosa están unidas 
con un enlace glucosídico. Se ha visto que induce la autofagia de manera 
independiete a m-TOR (Sarkar y cols., 2007). 
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Compuestos Diana Efectos Referencia 
Rapamicina, CCI-
779, glucosa, 
glucosa-6-fosfato 
Inhibe la diana de 
rapamicina (mTOR) 
Aumenta la eliminación de la 
hungtintina mutante, α-
sinucleina, tau, ataxina 3 en: 
células, moscas y ratones 
transgénicos 
(Ravikumar y 
cols., 2003; 
Webb y cols., 
2003; Ravikumar 
y Rubinsztein, 
2004) 
Litio, L-690,330 
Inhibe Inositol 
monofosfatasa, 
baja niveles de IP3  
Aumenta la eliminación de la 
huntingtina mutante y α-
sinucleina; cultivos y moscas 
modelos de EH 
(Sarkar y cols., 
2005; Fornai y 
cols., 2008; 
Sarkar y cols., 
2008) 
Trehalosa Independiente de 
m-TOR 
Aumenta la eliminación de 
hungtintina y α-sinucleina; 
cultivos y moscas con EH 
(Tanaka y cols., 
2004; Sarkar y 
cols., 2007) 
Loperamida, 
niguldipina, 
Amiodarona 
Bloqueante de 
canales de Ca2+ 
Reduce los agregados de 
poliQ; en cultivos 
(Zhang y cols., 
2007) 
Fluspirilina, 
trifluorperacina 
Antagonista 
dopaminergico 
Reduce los agregados en 
células 
(Zhang y cols., 
2007) 
Penitrem A 
Inhibe la alta 
conductancia de 
Ca2+ activada por 
canales de K+ 
Reduce los agregados de 
poliQ; en cultivos 
(Zhang y cols., 
2007) 
 
Tabla 8. Moléculas inductoras de la autofagia y sus efectos en enfermedades 
neurodegenerativas, modificado de (Sarkar y cols., 2008). 
 
3.3 La trehalosa como candidato a compuesto neuroprotector en 
proteinopatías 
La trehalosa fue descubierta en 1832 aislada de setas por Wiggers 
(Wiggers, 1832), en 1859 Berthelot la aisló y nombró tras conseguirla de una 
sustancia segregada por escarabajos (“trehala manna”). 
Se la implica en la anhidrobiosis, habilidad de animales y plantas de 
soportar largos periodos de desecación debido a su alta capacidad de 
retención de agua. Este azúcar forma un gel en las fases de deshidratación 
conservando y manteniendo en su posición las estructuras, lo que previene de 
la degradación de los orgánulos (Paiva y Panek, 1996). La posterior 
rehidratación permite la recuperación de las funciones celulares tras la 
sustitución de la fase gelatinosa por agua. Además la trehalosa se ha mostrado 
como un agente antioxidante (Simola y cols., 2000; Benaroudj y cols., 2001), se 
le atribuyen capacidades de plegamiento de proteínas meditante interacción 
directa (Singer y Lindquist, 1998); (Welch y Brown, 1996) y la ya mencionada 
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inducción de procesos de autofagia. Estas características hicieron que se 
testara como agente protector en agregación de proteínas. La trehalosa ha 
demostrado ser efectiva al prevenir la formación de agregados de huntingtina y 
α-sinucleína (Tanaka y cols., 2004; Sarkar y cols., 2007) e inhibiendo la 
agregación de la proteína β-amiloide y proteínas priónicas reduciendo su 
citotoxicidad (Liu y cols., 2005a; Beranger y cols., 2008; Izmitli y cols., 2010). 
La trehalosa muestra características biopreservativas (ya sea de manera 
directa como indirecta) de proteínas en la naturaleza e industria, además varias 
investigaciones la apuntan como antioxidante e inductor de autofagia. 
 
En un principio la síntesis de tehalosa era un proceso muy caro, pero a 
partir de 1994 la empresa japonesa Hayashibara consiguió producir grandes 
cantidades a bajo coste a partir de almidón y esto le abrió las puertas a su uso 
en industria aprovechando y descubriendo sus capacidades. Otro punto a su 
favor como tratamiento es su ausencia de efectos secundarios, tras años de 
utilización y pruebas meticulosas en la industria alimentaria se sabe que no 
tiene efectos perjudiciales incluso consumida en grandes cantidades. Por ello 
se considera la trehalosa como una interesante posibilidad en el tratamiento de 
este tipo de enfermedades crónicas, o en la previa administración de pacientes 
con posible disponibilidad  a padecerlas. En este trabajo estudiamos el efecto 
de la trehalosa como neuroprotector sobre la toxicidad de un proceso agudo de 
anestesia en un modelo de enfermedad de Alzheimer (APPswe, Tg2576). 
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OBJETIVOS 
 
 
1) Estudiar el efecto de la ausencia parcial y total de parkina en 
un modelo in vivo de Alzheimer (APPswe) de patología amiloide 
en ratones dobles transgénicos APPswe/PK+/- y APPswe/PK-/-. 
 
 
 
2) Comprobar mecanismos de respuesta desencadenados por la 
ausencia parcial y total de parkina en la biología, bioquímica, 
histología y comportamiento en los ratones dobles mutantes 
APPswe/PK+/- y APPswe/PK-/-. En desarrollos tempranos y 
avanzados de la enfermedad. 
 
 
 
3) Estudiar el efecto de la anestesia como factor agravante en la 
patología Alzheimer, en el modelo murino APPswe, con una 
exposición crónica a isoflurano. 
 
 
 
4) Probar la validez de un modelo agudo de anestesia con 
isoflurano, estudiando las respuestas moleculares, 
bioquímicas y conductuales en el ratón modelo de Alzheimer 
APPswe. 
 
 
 
5) Testar la trehalosa como elemento de neuroprotección ante la 
toxicidad inducida por isoflurano en el modelo agudo de 
anestesia en los ratones APPswe. 
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IV- MATERIAL Y MÉTODOS 
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MATERIALES Y REACTIVOS 
 
Anticuerpos: 
 
 
Anticuerpo anti- β-amiloide 6E10(1-16), monoclonal de 
ratón ATOM 1:1000 
Anticuerpo anti- β-amiloide (1-42), policlonal de conejo ABCAM 1:800 
Anticuerpo anti- β-amiloide (1-40), monoclonal de ratón MBL 1:1000 
Anticuerpo anti- precursor β-amiloide, policlonal de conejo ABCAM 1:1000 
Anticuerpo anti- Beclin-1, policlonal de conejo SIGMA 1:700 
Anticuerpo anti- β-actina, monoclonal de ratón SIGMA 1:5000 
Anticuerpo anti- β- tubulina, policlonal de conejo COVANCE 
WB: 
1:5000 
IHQ: 
1:500 
Anticuerpo anti- Bax, policlonal de conejo SANTACRUZ 1:750 
Anticuerpo anti- Bcl-2, monoclonal de rata SANTACRUZ 1:500 
Anticuerpo anti- CHIP, policlonal de conejo ABCAM 1:750 
Anticuerpo anti- GFAP (Proteína ácida fibrilar de glía), 
monoclonal de ratón CHEMICON 1:5000 
Anticuerpo anti- GFAP (Proteína ácida fibrilar de glía), 
policlonal de conejo DAKO 1:500 
Anticuerpo anti- HSP-70, monoclonal de ratón SANTACRUZ 1:750 
Anticuerpo anti- OX6, monoclonal de ratón SEROTEC 1:500 
Anticuerpo anti- p62, policlonal de cabra SANTACRUZ 1:1000 
Anticuerpo anti- parkin (PRK8), monoclonal de ratón ABCAM 1:400 
Anticuerpo anti- PARP, policlonal de conejo CELL SIGNALING 1:2000 
Anticuerpo anti- tau-5, monoclonal de ratón CHEMICON 
WB: 
1:5000 
IHQ: 
1:100 
Anticuerpo anti- tau fosforilada (Serina199 + Serina202), 
policlonal de conejo ABCAM 1:800 
Anticuerpo IgG Alexa Fluor de ratón MOLECULAR PROBES 1:500 
Anticuerpo secundario anti- conejo conjugado con HRP AMERSHAM 1:1000 
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Anticuerpo secundario anti-ratón conjugado con fosfatasa 
alcalina SIGMA 1:3000 
 
 
Reactivos para Western Blot: 
Acrilamida/ Bisacrilamida BIORAD 
Albúmina SIGMA 
Azul de Bromofenol SIGMA 
Azida sódica SIGMA 
β-mercaptoetanol MERCK 
Glicerol SIGMA 
Glicina SIGMA 
Leche en polvo desnatada Central Lechera Asturiana 
Membranas de nitrocelulosa AMERSHAM 
Metanol MERCK 
NaCl MERCK 
Persufato amónico (PSA) SIGMA 
Rojo Ponceau MERCK 
SDS MERCK 
TEMED SIGMA 
Trizma Base SIGMA 
Tween-20 BIORAD 
 
Reactivos para inmunohistoquímica: 
Hematoxilina de Carazzi MERCK 
Diaminobenzidina (DAB) DAKO 
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Eosina MERCK 
Ácido periódico MERCK 
Yoduro de plata MERCK 
Cloruro de oro MERCK 
Tiosulfato sódico MERCK 
Violeta de cresilo MERCK 
Rojo nuclear MERCK 
Rojo Congo MERCK 
Ácido acético glacial PANREAC 
Etanol absoluto MERCK 
Glutaraldehído MERCK 
Hoescht 33342 (bisbenzimida) SIGMA 
Kit Streptavidina-ABC DAKO 
Kit TUNEL PROMEGA 
Paraformaldehído MERCK 
Tritón x-100 SIGMA 
 
Reactivos de Biología Molecular 
Agarosa SIGMA 
AMV transcriptasa reversa ROCHE 
Bromuro de Etidio MERCK 
Cloroformo MERCK 
ISOPROPANOL MERCK 
Phenol:Cloroformo:alcohol isoamílico SIGMA 
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Protector RNase inhibitor  ROCHE 
Proteinasa K ROCHE 
SyBR Green BIO-RAD 
Taq Polymerasa BIOTOOLS 
TRIZOL reagent INVITROGEN 
 
Otros reactivos 
2-vinilpiridina SIGMA 
Ácido amino-oxiacético SIGMA 
Ácido ascórbico SIGMA 
Acido homovanílico SIGMA 
Ácido nitrobenzóico SIGMA 
Glutation oxidado SIGMA 
Glutation reducido SIGMA 
Glutation reductasa ROCHE 
Glutation peroxidada SIGMA 
Guanidina SIGMA 
Lactato deshidrogenasa Glutation peroxidasa 
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1. ANIMALES UTILIZADOS 
 
Los experimentos fueron llevados a cabo con ratones hermanos de las 
mismas  camadas generados por cruces, para la obtención de un mismo fondo 
genético para cada uno de los experimentos, como se describirá a 
continuación. Los animales fueron mantenidos en números similares en los 
distintos grupos de trabajo y en condiciones adecuadas para minimizar el 
estrés. Los ratones se mantienen a temperatura y humedad controlada, con 
ciclos de luz/oscuridad de 12/12 h estipulados en el estabulario. Toda la 
manipulación de los animales se hizo de acuerdo con las directrices de la 
Unión Europea. Nos esforzamos en usar el menor número de animales posible 
y en minimizar su sufrimiento.  
 
1.1 Obtención y cruce 
 
a) Anestesia crónica y aguda 
La línea comúnmente conocida como Tg2576 (B6;SJL-
Tg(APPSWE)2576Kha) es una línea de ratones transgénicos que sobre-
expresan la proteína humana mutada APP695 precursora de amiloide, la 
isoforma 695 hAPP con la doble mutación sueca-K670N/M671L (Lys670  
Asp; Met671  Leu) bajo el control de un prion promotor de hámster para su 
expresión preferencial. Dicha mutación se encontró en una familia sueca con 
Alzheimer familiar, y usando esta mutación se creó la línea de ratones APPswe 
para trabajar con un modelo animal de Alzheimer familiar (Hsiao y cols., 1996). 
Los ratones fundadores de nuestra colonia APPswe fueron generosamente 
donados por la Dr. Eva Carro del Departamento de Neurología del Hospital “12 
de Octubre”. Este modelo muestra acumulación de β-amiloide dependiente de 
la edad, al año los ratones APPswe muestran elevados niveles de  Aβ1-40, la 
forma mayoritaria de amiloide en cerebro. De 8 a 16 meses desarrollan placas 
maduras. Para obtener fondos genéticos comparables en todos los animales de 
experimentación, los cruces para la obtención de los grupos de trabajo se 
obtuvieron siguiendo el siguiente esquema (en paréntesis % esperados / 
obtenidos): 
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♂ APPswe x ♀ WT  (50 % / 52.2 %) APPswe; (50 % / 47.7 %) WT 
 
En el estudio del impacto del Isoflurano como anestésico crónico se 
utilizaron machos de 7 meses de edad, de doce a veinticuatro ratones de cada 
uno de los grupos para los experimentos de conducta y fueron sacrificados a 
los 10 meses de edad, para análisis bioquímicos e histológicos. Los animales 
se repartieron al inicio del experimento en 4 grupos: WT control, WT Anestesia, 
APPswe control y APPswe Anestesia.  
Para el estudio del Isoflurano en exposición aguda y la trehalosa como 
neuroprotector de sus efectos, se utilizaron hembras de 10 meses hasta su 
sacrificio a los 10.5 meses de edad para análisis bioquímicos e histológicos, se 
usaron diez ratones por grupo de estudio. Los animales se dividieron en 6 
grupos experimentales: WT control, WT Anestesia, WT Trehalosa+Anestesia, 
APPswe control, APPswe Anestesia y APPswe Trehalosa+Anestesia. 
 
b) Supresión de Parkina en APPswe 
Los ratones controles (WT) y los mutantes nulos para el gen Park-2 (PK-
/-) son mezcla de C57BL6/129SV (Itier et al. 2003). Los ratones nulos para el 
gen de la parkina fueron generados por los laboratorios de Aventis Pharma 
S.A. (Vitry- sur- Seine, France) mediante la deleción de un fragmento de ADN 
de 12 Kb que corresponde al exón 3 del gen Park-2 del ratón. Para ello, se creó 
un vector portador de la deleción del exón 3 y parte del intrón 4 con una 
resistencia a neomicina (Fig. 9A). Mediante recombinación genética se produce 
la deleción que se confirmó por Southern blot (Fig. 9B). Usando técnicas de 
Nothern blot, se confirmó que el ARN mensajero correspondiente a la parkina 
desaparece en el ratón mutante de manera que usando los exones 2, 3 y 4 del 
gen Park-2 para hacer una comprobación, vemos que desaparece la banda 
correspondiente al exón 3 (Fig. 9C). La consecuencia de esta deleción es que 
se produce un cambio de la pauta abierta de lectura a nivel del codón 57 y 
aparece una señal de parada en la posición 105. Mediante técnicas de Western 
blot, usando un anticuerpo anti-parkina, vemos que la banda correspondiente a 
la proteína parkina ha desaparecido (Fig. 9D).    
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Figura 9. Inactivación del gen Park- 2. A) Estrategia para inactivar el gen que codifica para la 
proteína parkina en el ratón. B) Southern blot de ADN genómico procedente de ratones salvajes 
(WT) y mutantes para el gen de la parkina (PK-/-). C) Northern blot: ARN total del cerebro de 
ratones WT y PK-/-. D) Demostración de la ausencia de la proteína parkina por Western blot. 
 
Utilizando las líneas PK-/- y APPswe se hicieron cruces para la obtención 
de animales heterozigotos para parkina APP/PK+/-: 
 
♂ APP x ♀ PK-/-  (50% / 53.4%) APP/ PK+/-; (50% / 46.6%) PK+/- 
♂ APP x ♀ WT  (50% / 52.2%) APP; (50% / 47.7%) WT 
 
Fruto de estos cruces se obtuvieron animales heterozigotos, estos a su 
vez se cruzaron para la obtención de los animales APPswe homozigotos para la 
proteína parkina APPswe/PK−/−: 
 
♂ APPswe/PK+/− x ♀ APPswe/PK+/−  WT (6.25% / 10.34%); APPswe 
(18.75% / 13.8%); APP/PK+/− (37.5% / 31.0%); APPswe/PK−/− (18.75% / 20.68%); 
PK+/− 12.5/20.68); PK−/− (6.25% / 3.44%) 
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Ochenta ratones macho se usaron para los diferentes experimentos de 
comportamiento; 48 animales para bioquímica y 32 más para los estudios 
histológicos. Los animales fueron sacrificados a los 12 meses de edad, otro 
grupo de 24 ratones se sacrificó a los 16 meses de edad y fueron usados para 
estudios histológicos. 
 
1.2. Genotipado de ratones 
a) Genotipado 
El genotipo de cada ratón se confirmó por técnicas de PCR (reacción en 
cadena de la polimerasa) y cada ratón se controló a lo largo del experimento 
mediante microchip. Para extraer el ADN, se cortó un trozo de cola de un 
centímetro aproximadamente, se troceó y se aisló el ADN mediante un kit de 
aislamiento de ácidos nucleicos para PCR (Roche, España) siguiendo el 
protocolo descrito por el fabricante. A continuación se centrifugó 5 min a 12.000 
rpm y se recogió el sobrenadante. La concentración de ADN se midió utilizando 
un NanoDrop® Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Wilmington, 
Delaware USA). 
La mezcla de reacción para la PCR se pusieron los componentes 
necesarios para que tenga lugar la reacción enzimática de amplificación del 
ADN: buffer para la reacción, cloruro de magnesio (25 mM), dNTPs (10 mM), 
primers, Taq ADN polimerasa (PROMEGA, España) y el ADN que queremos 
amplificar junto con los siguientes primers (cebadores) para el análisis del 
genotipo APP: 
 
PrP antisentido: 5´-GTGGATACCCCCTCCCCCAGCCTAGACC-3´, 
PrP sentido: 5´-CCTCTTTGTGACTATGTGGACTGATGTCGG-3´, 
APP sentido: 5´-CCGAGATCTCTGAAGTGAAGATGGATG-3´. 
 
Las condiciones del termociclador para realizar la PCR fueron: 
Desnaturalización del ADN durante 3 minutos a 94 ºC, 35 ciclos de 1 minuto a 
94 ºC hibridando durante 1 minuto a 63 ºC y 1 minuto de extensión a 72 ºC; 
finalmente, 5 minutos a 72 ºC manteniendo el producto de la amplificación a 4 
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ºC. Los productos obtenidos fruto de esta reacción se analizan en un gel de 
agarosa 1,8 %, con bromuro de etidio, para la visualización de las bandas de 
ADN. Se usaron marcadores de peso molecular para la estimación de los pares 
de bases (Roche). Las muestras positivas para la forma mutada de APPh 
generaron una banda de 400 pb (pares de bases) solo presente en aquellos 
ratones con el inserto APP humano (Figura 10). Se obtiene también otro 
fragmento de 750pb que representan un segmento de gen PrP, presente 
también en los ratones WT, usado como control positivo de la calidad del ADN. 
Los primers que utilizamos para confirmar la deleción del gen de la 
parkina fueron PK1F, PK2F y PKR: 
PK1F sentido: 5´- TGCTCTGGGGTTCGT C -3´, 
PK2F sentido: 5´- TTGTTTTGCCAAGTTCTAAT -3´, 
PKR antisentido: 5´- TCCACTGGCAGAGTAAATGT -3´. 
 
Se hicieron dos PCR distintas, una de ellas cargando los primers PK1F y 
PKR para la obtención de la banda de WT y la otra cargando PK2F y PKR para 
la obtención de la banda correspondiente de parkina. Las condiciones del 
termociclador para realizar la PCR son: 3 minutos a 94 ºC, 35 ciclos de 1 
minuto a 94 ºC, 1 minuto a 53 ºC y 1 minuto a 72 ºC; finalmente, 5 minutos a 72 
ºC y mantenemos el producto de la amplificación a 4 ºC. Los productos 
obtenidos fruto de esta reacción se analizan en un gel de agarosa con las 
condiciones anteriormente mencionadas. Se obtienen fragmentos de 285pb en 
el caso de la PCR de parkina y 297 para la PCR de WT (Figura 10). En caso de 
ausentarse la banda de WT indicaría homozigosis para genotipo parkin, dando 
positivo en la PCR de parkin (PK-/-). Si este producto aparece (a 297 bp), y en 
la PCR de parkin tenemos producto a 285bp el ratón es heterozigoto para 
parkin (PK+/-), de no haber producto de la PCR parkin sería WT (Figura 10). 
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Figura 10. Ejemplos de PCR con los productos de cada reacción y sus genotipos 
correspondientes. 
 
b) PCR cuantitativa a tiempo real 
La cantidad de copias del transgen APPswe en los ratones APP y 
APP/PK+/- se midieron utilizando el método de SybrGreen™ qPCR (Bio-Rad, 
Hercules, CA) en un detector iCycler (Bio-Rad). Se usó un fragmento del gen 
de albumina murina como control interno. Las reacciones de amplificación se 
realizaron por triplicado con 25 ng de DNA de las muestras, 1.5 µM de los 
primers (o cebadores) específicos para cada gen, y mezcla de reacción 
(1×PCR master mix de Bio-Rad), en un volumen final de 25 µl. Los primers se 
diseñaron utilizando PrimerBank (Wang and Seed 2003) y la qPCR se llevó a 
cabo en un termociclador iCycler de BIO-RAD. Las condiciones de la qPCR 
usadas para todos los primers fueron: 95 °C 10 min,  40 ciclos de 95°C durante 
30 segundos y 59°C 1 minuto. La fluorescencia emiti da por el SybrGreen™ se 
midió durante la fase de anillamiento y extensión, y las gráficas se generaron 
mediante el Sequence Detection System (BIO-RAD). Los primers utilizados 
fueron (en sentido 5´3´): 
 
- Transgen APP (sentido): preA4a: 5´-GTTCTGGGTTGACAAATATCAAG-3´ 
- Transgen APP (antisentido): preA4b: 5´-ATGATGAACTTCATATCCTGAG-3´ 
- Albúmina murina (sentido): Albrat1: 5´-CCAAGATTGGATTTAAGGACC-3´ 
- Albúmina murina (antisentido): Albrat2: 5´-GATGCAGTGCACAACATCTC-3´ 
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2. PROCESO ANESTÉSICO 
 
2.1 Anestesia crónica 
 El procedimiento anestésico usado con los ratones macho WT y APP se 
diseñó para emular concentraciones quirúrgicas en operaciones rutinarias, 
Isoflurano 4 % para la inducción del sueño (aproximadamente 1 minuto) y 2 %  
de isoflurano como dosis de mantenimiento (hasta el final de la exposición), 
con 2 intervenciones semanales. No se utilizaron relajantes musculares, ni 
óxido nitroso, el vehículo de la molécula anestésica fue oxígeno 100%. Los 
animales se sometieron a este tratamiento durante 3 meses, desde los 7 hasta 
los 10 meses de edad. La duración de las intervenciones se ajustó al inicio del 
experimento, desde los 30 a los 20 minutos, con un flujo de 1L/min, por motivos 
de hipersensibilidad del grupo APPswe vs WT frente a exposiciones más largas 
de isoflurano (4 muertes de ratones APP con los primeros experimentos de 30 
minutos de isoflurano, uno más con la exposición de 20 minutos). 
 Se controló la temperatura corporal cutánea de los ratones antes y 
después de la anestesia, mediante un termómetro de infrarrojos (se realizaron 
3 medidas) y se utilizó una manta térmica en la caja de anestesia para reducir 
la pérdida de temperatura durante el proceso (± 0.21C).  
Al finalizar la anestesia se colocan los ratones en sus respectivas jaulas, 
en ellas mediante video-filmación se controla el tiempo de educción. Se 
valoraron parámetros como recuperación del reflejo refractario e inicio de 
actividad exploratoria y motriz frente a estimulación corporal (levantamiento de 
la parte posterior del cuerpo). Los ratones de los grupos controles, sin 
anestesia de ambos genotipos (APPswe y WT) se colocaron en la caja de 
anestesia durante 20 minutos con flujo de oxígeno. Se sacrificaron a los 
animales 24 horas tras la última sesión, mediante dislocación cervical. 
  
2.2 Anestesia aguda 
 El procedimiento anestésico se diseñó con la idea de realizar dos únicas 
exposiciones, durante más tiempo (1hora y media) y disminuyendo la 
concentración de Isoflurano (1 %) y el número de tratamientos (2 veces por 
semana). Los animales se sometieron a este proceso a la edad de diez meses, 
tras la última administración se esperaron 24 horas para su sacrificio. Se 
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controló la temperatura corporal cutánea de los ratones en cuatro medidas: 
temperatura previa, a los 30 minutos y 60 minutos aproximadamente y después 
de la anestesia, mediante un termómetro de infrarrojos (3 medidas en cada 
ocasión). Dependiendo de estas medidas se utilizó una manta térmica en la 
caja de anestesia para minimizar la pérdida de temperatura durante el proceso. 
 En este diseño fue necesario alojar a los ratones en una caja de 
metacrilato con salida de gases y elevar mediante un alza a los ratones sobre 
el suelo del compartimento para contrarrestar los posibles efectos tóxicos de 
acumulación del isoflurano (gas más pesado que el aire), debido al mayor 
tiempo de exposición.  
 
2.3 Estudio de variables respiratorias y cardiovasculares durante la 
anestesia 
 a) Electrocardiograma 
La monitorización del ritmo respiratorio se realizó sobre 5 ratones 
(machos y hembras) de cada genotipo en cada experimento (anestesia crónica 
y aguda). Los animales se anestesiaron con el proceso descrito anteriormente, 
el electrocardiograma se obtuvo con la colocación subcutánea de dos agujas 
hipodérmicas en las patas delanteras y traseras al animal. Los electrodos se 
conectaron a un amplificador diferencial de señal (Tektronix, 26A2).  
El electrocardiograma fue grabado durante un minuto, a los 10, 20 y 30 
minutos. La señal se digitalizó a 5kHz usando una Digidata 1200 (Axon 
Instruments), almacenada y analizada posteriormente en un ordenador usando 
el programa Axotape (Axon instruments). 
 
Figura 11. Un minuto de electrocardiograma en WT A) y APP B). Además del ritmo cardiaco 
(pulsos) se observa la actividad eléctrica muscular en los procesos respiratorios. 
B A 
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b) Monitorización de variables cardiovasculares  
Para la medida de las variables cardiovasculares se anestesió al animal 
con el procedimiento de cada modelo de experimentación y se estabilizó la 
temperatura corporal mediante un termómetro rectal conectado a una 
alfombrilla eléctrica (Panlab, España) situada debajo del animal (recubierta de 
tela para evitar quemaduras). La saturación parcial de oxígeno en sangre se 
analizó mediante un pinzamiento en la zona postcefálica del ratón con una 
pinza de infrarrojos (Starr laboratory, EEUU) y analizada mediante el programa 
“Blood-Ox” (Panlab, España). Se midieron temperatura, pulso y presión arterial 
mediante un pinzamiento en la base de la cola. Para la medición de la presión 
arterial (sístole, diástole y media) se aumentó artificialmente la temperatura del 
ratón de 0.5 a 1ºC para conseguir vasodilatación. Una vez estabilizada la señal 
se tomaron 3 medidas y se hizo la media con el NIBP (“Non Invasive Blood 
Pressure”, Starr laboratory). 
 
  
Figura 12. A) Ratón anestesiado conectado al NIBP, pinza en la cola (medición de pulso, presión 
arterial) y termómetro rectal en el diseño experimental. B) Parte superior dispositivo de control de 
la presión arterial y el pulso, debajo dispositivo de análisis de la temperatura y control de la manta 
térmica. 
 
3. ESTUDIOS DE CONDUCTA 
 
3.1 Actividad motora 
Se cuantificó la actividad motora de los animales durante 10 minutos 
(después de 10 minutos de adaptación). Para ello se utilizó un monitor de 
actividad motora  (Actitrack LE 8811 V. 20/01/04, Panlab S.L.) consistente en 
B A 
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un campo abierto (22.5 x 22.5 cm), con dos marcos provistos de 16 bandas de 
infrarrojos en cada eje en forma de rejilla, de forma que se puede determinar la 
actividad motora analizando la posición y la frecuencia con la que los sujetos 
cortan las células infrarrojas. Cada barrera tiene un emisor y un receptor de 
infrarrojos, y su información se transmite a un ordenador, pudiendo analizar 
distintos parámetros de comportamiento como: distancia recorrida; velocidad 
media; tiempo que están moviéndose lentamente (velocidad < 5 cm/s); tiempo 
de inactividad; actividad exploratoria vertical (rearings), y distribución zonal del 
movimiento dentro del campo abierto, para valorar ansiedad. En nuestro 
modelo experimental se analiza la ansiedad ó estrés de los ratones mediante la 
valoración “zonal”. Se divide el campo abierto en dos zonas: externa (rojo) e 
interna (verde), considerando índice de ansiedad el tiempo en el que el ratón se 
encuentra en la zona externa. 
  
Figura 13. A) Monitor de actividad: Acti-track (Panlab). B) Ejemplo de análisis de recorrido de un 
ratón, parte externa (rojo) y verde (interna). El % de tiempo de análisis en el que el ratón se 
encuentra en la parte externa se considera índice de estrés. 
 
 
3.2 Laberinto en Y 
Para el estudio del aprendizaje se usó un laberinto de PVC blanco en 
forma de Y. Cada brazo tiene 40 cm de largo, 4 cm de ancho y 21 cm de alto, 
para asegurar un comportamiento no inducido del ratón, el suelo se sustituye 
para cada ratón con papel de filtro, y la parte baja del laberinto se limpia con 
alcohol para evitar olores entre animales (Figura 14B). Se analizaron las 
pruebas realizadas por los ratones tras un periodo de adaptación. Se coloca al 
ratón en uno de los extremos del laberinto, y se cuantifican cada uno de las 
exploraciones en los brazos durante 5 minutos. Se considera exploración 
B A 
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cuando el ratón sobrepasa el vértice de unión de los brazos con la parte 
posterior del cuerpo, sin contar la cola. Estas pruebas se realizaron siempre en 
la misma franja horaria (de 17:00 a 20:00 pm), por los mismos investigadores, 
en el mismo lugar y alternando los grupos de análisis con intención de 
minimizar los errores experimentales.  
Se analizaron dos variables: % alternancia entre brazos (como un índice 
de memoria de trabajo) y el número de exploraciones totales.  
La alteración espontánea en las exploraciones, se usó para el análisis de 
la memoria a corto plazo, actividad motora y la ansiedad. Se midió el cociente 
entre las alteraciones espontáneas (número de entradas del ratón en los 3 
brazos sin repetir) / número de alteraciones posibles (número de entradas 
totales – 2) x 100 para hacerlo porcentaje (Mouri et al. 2007). El número de 
entradas totales realizadas por el ratón se consideró un índice de actividad 
exploratoria y ansiedad del ratón. 
100)
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totalesentradas
iacionesnúm
aAlternanci
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=  
 
 
3.3 Rota-rod 
La coordinación motora se determinó utilizando un Rota Rod (LE 8200, 
PanLab S.L.) (Figura 14A). El Rota Rod consiste en un tambor con un eje 
central estriado (para que el animal pueda sujetarse) de 25 mm de diámetro, y 
dividido en secciones (una por animal). Este tambor rota a una velocidad 
constante o acelerada, y el tiempo que el ratón es capaz de permanecer sobre 
el tambor es índice de su coordinación motora. Cuando el ratón cae, activa una 
palanca que tiene un  detector conectado a un ordenador que registra el tiempo 
en el que cada ratón cae.  
En nuestro diseño experimental, se acostumbró a los animales a 
permanecer en el tambor parados y a la mínima velocidad (4 r.p.m.), y después 
se les sometió a 3 protocolos de aceleración constante de 4 a 40 r.p.m., 
registrando la aceleración y tiempo en el que caían los animales cada vez, 
calculando la media para cada ratón. 
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Figura 14. Fotografías de A) Rota-rod y B) Laberinto en Y durante un experimento. 
  
3.4 Estudio de zancada 
La disminución de la longitud de la zancada es uno de los síntomas 
típicos de la enfermedad de Parkinson, por eso se diseñó un método sencillo 
para medirla en nuestro modelo de ratones (Figura 15). Consta de un corredor 
iluminado de 7 cm de ancho por 60 cm de largo, terminado en una caja oscura, 
colocado sobre un papel intercambiable. Se tiñeron con tinta para tatuaje 
animal las extremidades y se colocó al ratón en el extremo iluminado. Este 
tiende a ir hacia la caja oscura, dejando sus huellas tintadas en el papel, 
pudiendo medirse posteriormente la longitud de la zancada de cada ratón con 
una regla milimetrada.  
 
Figura 15. Esquema de experimento para la medición de zancada. A) Diseño, B) resultado.  
 
 
 
B A 
 A B 
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4. OBTENCIÓN DE MUESTRAS DE TEJIDO CEREBRAL 
 
Los animales para el estudio se sacrificaron mediante distensión 
cervical, el cerebro se extrajo sobre una placa patri con hielo y posteriormente 
se separaron los hemicerebros mediante un corte longitudinal. El hemisferio 
izquierdo  fue congelado en hielo seco y posteriormente conservado a –80ºC, 
para de análisis bioquímicos (ensayos de ELISA y WB); el derecho sumergido 
en PFA 4% durante 2-3 días y posteriormente incluido en parafina para análisis 
histológicos. 
El hemicerebro izquierdo se pesó y se homogenizó en frío con un 
homogenizador mecánico de teflón en 4 volumenes (peso/volumen) de PBS 
(tampón fosfato salino, Invitrogen) con un cocktail de inhibidores de proteasas y 
fosfatasas (Calbiochem). De este homogenizado se hicieron dos fracciones, a 
una de ellas se añadió buffer de guanidina (Guanidina HCl 6M en Tris HCl 
6mM, pH 8.2) hasta alcanzar una concentración final de guanidina 5M. Se 
agitaron durante 3 horas a temperatura ambiente y posteriormente se 
alicuotaron para la determinación de proteínas por WB y el análisis mediante 
ELISA de la fracción total de β-amiloide; la otra fracción se centrifugó a 1700 x 
g durante 15 minutos y el sobrenadante se utilizó para la cuantificación de la 
fracción soluble de β-amiloide, y análisis de proteínas por Western blot. 
La fracción de guanidina también se utilizó para WB para la 
determinación de las proteínas: P-Tau y β-amiloide, tras precipitar la guanidina 
restante en la muestra mediante metanol. Se añadió a la muestra de guanidina, 
metanol en proporción 8 a 1, se mezcló mediante vórtex y baño de ultrasonidos 
y se dejó toda la noche a -20Cº. Se centrifugó la muestra 30 minutos a 4Cº y 
10000 rpm y se decantó el sobrenadante conservando el pellet de las 
muestras. El pellet se resuspendió en buffer bicarbonato con inhibidores de 
proteasas y se sonicó (VibraCell, 30 segundos al 2) añadiendo tampón de 
carga (véase electroforesis posteriormente) en proporción 1 a 1 para utilizarse 
en WB. 
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5. ANÁLISIS HISTOLÓGICO 
 
Tras la fijación del cerebro en una solución de paraformaldehído al 4 % 
en solución salina durante 2-3 días, el tejido fue incluido manualmente en 
parafina y cortado de manera seriada en secciones de un grosor entre 3 y 6 
micras. Finalmente los cortes se recogieron sobre portas tratados con poly-D-
Lysina. 
 
5.1 Inmunohistoquímica 
Para las tinciones inmunohistoquímicas se utilizaron anticuerpos 
primarios anti-tau total (tau-5) y anti-tau fosforilada (AT-8 y AT-100) para el 
marcaje de ovillos y acumulos de tau; anti β-amiloide (1-42) para marcar placas 
seniles y anti-GFAP para marcar reactividad astroglial. 
Como contraste se usó la tinción haematoxilina de Carazzi en las 
tinciones inmunohistoquímicas en las que se utilizó un anticuerpo secundario 
conjugado con HRP (Peroxidasa) y reveladas con DAB (diaminobenzidina). 
Hoescht para marcar los núcleos de las preparaciones en que se utilizó un 
secundario fluorescente. 
 
5.2 Técnica de TUNEL 
La muerte apoptótica se valoró histológicamente mediante la técnica de 
TUNEL(Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick and labeling), que 
incorpora la fluoresceína-12-dUTP a los extremos 3´-OH del ADN fragmentado 
de las células apotóticas, usando la enzima TdT deoxynucleotidyl transferasa 
(Whiteside et al. 1998). Se utilizó un kit de Promega. Las células apoptóticas se 
detectaron mediante microscopía de fluorescencia, y se contaron las células 
positivas (color verde) en todo el corte. Los cortes incubados con el tampón 
pero sin la enzima TdT, se usaron como controles negativos. 
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5.3 Estudio de gliosis: astrocitos 
La astrogliosis fue evaluada mediante inmunohistoquímica (IHQ) para la 
proteína ácida fibrilar de la glía (GFAP). Mediante un microscopio invertido de 
fluorescencia acoplado a  una cámara SONY 950C, se captaron 14 campos 
predeterminados, de la misma forma y todos en la misma sesión, en los 
hipocampos de todos los grupos experimentales (a un aumento de 20X). Se 
estudió la astrogliosis al analizar los cortes histológicos en fluorescencia 
tratados con un anticuerpo específico anti-GFAP, para marcar la extensión de 
las células astrogliales. Las imágenes fueron procesadas mediante un 
programa de análisis de imagen (Image-Proplus). De la imagen captada con el 
microscopio de fluorescencia, mediante el programa de análisis de imagen 
valoramos el área y la intensidad de la tinción fluorescente. Se determinaron el 
área y la densidad o intensidad óptica integrada (IOD), que se define como el 
área por la intensidad óptica.  
 
6. ENSAYOS BIOQUÍMICOS 
 
6.1 Concentración de proteínas 
La determinación de la concentración de proteínas se realizó utilizando 
el método de BCA en la fracción soluble (PBS + inhibidores) y fracción total 
(PBS + guanidina) del homogenizado del tejido cerebral. El ensayo de BCA 
combina el principio de la reducción por parte de las proteínas de ión Cu+2 a ión 
Cu+1 en presencia de medio alcalino (reacción de Biuret), con la alta 
sensibilidad de detección colorimétrica de los cationes Cu+1 por el ácido 
bicinchónico (BCA). El producto de la reacción de este ensayo
 
está formado por 
la interacción de dos moléculas de BCA con una molécula de ión cuproso 
(Cu+1). Este compuesto presenta absorbancia a una longitud de onda de 562 
nm. Se usa siempre una curva patrón con albúmina de suero bovina (BSA) 1 
µg/µl con concentraciones crecientes desde 2.5 a 100 µM. Todas las medidas 
espectro-fotométricas se realizaron en un lector de placas automático 
(SpectraFluor, Tecan, Salzburgo, Austria). 
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6.2 Electroforesis, transferencia e inmunodetección de proteínas 
De 20 a 40 µg de proteína preparados en tampón de carga 2X (0.186 M 
Tris, 0.25 mg/ml azul de bromofenol, 6% β-mercaptoetanol, 15% V/V glicerol y 
9% P/V SDS) se sometieron a separación, por peso molecular, mediante 
electroforesis continua en condiciones desnaturalizantes, en geles de 
poliacrilamida al 10-15% (SDS-PAGE). Seguidamente, se transfierieron a una 
membrana de nitrocelulosa de 0.45 µm mediante electro-transferencia. Antes 
de comenzar la inmunodetección las membranas se tiñeron con rojo Ponceau 
al 0.1 % diluido en ácido acético al 5% para comprobar la efectividad de la 
transferencia. 
Para el inmunomarcaje, las membranas se bloquearon con un 5% de 
leche en polvo o 5% BSA dependiendo del anticuerpo en PBS tween (tampón 
fosfato y detergente Tween-20 de Bio-Rad al 0.01%), durante una hora a 
temperatura ambiente, con el fin de evitar uniones inespecíficas. Tras el 
bloqueo, la membrana se incubó con el anticuerpo correspondiente en la 
solución de bloqueo durante toda la noche y a 4 ºC. La membrana se lavó 
abundantemente con PBS y se incubó durante una hora a temperatura 
ambiente con anticuerpos secundarios anti-IgM de ratón, de conejo, de rata o 
de cabra conjugados con peroxidasa a una dilución 1:1000 en la solución de 
bloqueo. Tras el lavado, las bandas inmunorreactivas se visualizaron por el 
método de Inmuno-Star HRP de Bio-Rad (detección por quimio-luminiscencia), 
utilizando autorradiografías o el aparato QuantityOne de Bio-Rad con el 
programa VersaDoc, valorando su intensidad por densitometría.  
Los anticuerpos utilizados fueron: Tau-5 (Abcam) para la detección de 
tau total, AT-8 y P-Tau (Abcam) para tau fosforilada, con una concentración de 
1/1000. Anti-cuerpos β-amiloide se usaron: Aβ (1-42) y anti-precursor Aβ de 
Abcam, Aβ (1-40) de MBL y Aβ 6E10 de Covance, todos ellos diluidos 1/1000. 
Anti-bax y anti-bcl2 (Santa Cruz) se usaron como marcadores de muerte por 
apoptosis a 1/400 y anti-chaperona-HSP70 1/2000 (Santa Cruz) y co-
chaperona/E3 ubquitin ligasa anti-CHIP 1/500 de Abcam; p-62 (1/600, Abcam), 
LC-3 (1/1000, MBL) y Beclina 1 (1/700, Sigma) se utilizaron para detectar 
procesos de autofagia. Anti-PRK8 (1/400, Abcam) para análisis de expresión 
de parkina, anti- GFAP (1/5000, Chemicon) para astroglía, OX-6 (1/1000, 
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Serotec) para microglía. Para la realización del control de carga proteica la 
membrana se reincubó con anticuerpos contra la β-actina y β-tubulina 
(1/10000, Sigma y Covance) revelados con el sistema de fosfatasa alcalina o 
peroxidasa.  
 
6.3 ELISA para la cuantificación de la fracción soluble y total de β-
amiloide 
Para la cuantificación de los niveles de Aβ usamos dos kits de ELISA: β-
amiloide humano HS1-42 de Biosource, para la cuantificación de los niveles 
solubles e INNOTEST 1-42 de Innogenetics para la valoración de los niveles 
totales (forma soluble más insoluble) de Aβ. Las muestras fueron procesadas 
según las instrucciones de los fabricantes de los kits. La fracción total de Aβ se 
obtuvo desnaturalizando los agregados insolubles presentes en las muestras. 
Para ello las muestras se trataron con Tris-HCl 6mM y guanidina 5M (Sigma 
Aldrich). La fracción total se diluyó 1/50 para introducir los datos en la escala de 
la curva estándar del ELISA. Los niveles de amiloide soluble, estudiados en la 
fracción soluble de PBS, se midieron directamente sin diluciones en el ELISA. 
Una vez la reacción finalizó, el producto final se midió a 450 nm en un lector 
680 de BIO-RAD.  
 
6.4 Agregación y caracterización del péptido Aβ (1-42) 
Para determinar los distintos estados de agregación del péptidos β-
amiloide se utilizaron técnicas de electroforesis y WB. Como estándar externo 
se preparó mediante incubación péptidos Aβ (1-42) (Bachem) en diferentes 
estados de oligomerización, 20 µg de péptido disuelto 1 mg / ml en agua estéril 
a 37 ºC durante una semana. Para preservar su estructura se formó una unión 
reticular aplicando glutaraldehido (Levine 1995) en proporción 1/10, después de 
2 minutos de incubación, la base formada entre el aldehido y las aminas se 
estabilizó con NaBH4 (10 µl de 6 mg/ml, en 0.1M NaOH). Después de 10 
minutos se añadieron 15 µl de buffer para WB (sustituyendo glicerol por 20% 
de sacarosa). Las muestras de tejido cerebral y el estándar externo de Aβ sin 
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calentar se cargaron en un gel de acrilamida al 18%, se electrotransfirieron a 
una membrana de nitrocelulosa para su detección mediante WB. 
 
6.5 Medición de la actividad proteosomal 
Medimos la actividad del proteosoma (UPS) en cerebro. Las muestras 
de tejido cerebral fueron homogenizadas en tampon de lisis proteosomal 
(50mM HEPES, pH 7.5, 150mM NaCl, 5mM de MgCl, 0.5 mM DTT (1.4-
ditioteridol) y 0.03% de tritón-X100) en hielo usando un poter recubierto de 
teflón, posteriormente se sonicó en el VibraCell durante 30 segundos a 0.5 de 
potencia. Los productos lisados se centrifugaron a 12000 x g a 4ºC durante 30 
minutos. La concentración de proteínas se obtuvo usando la fracción del 
sobrenadante con el kit BCA de proteínas. La actividad proteosomal se 
cuantificó con la acumulación del producto fluorescente 7-amino-4-
metilcoumarina (AMC) de los sustratos artificiales del proteosoma, las 
fracciones Suc-Leu-Leu-Val-Tys-AMC. Las fracciones Leu-Arg-AMC y Z-Leu-
Leu-Glu-AMC se usaron para valorar las actividades quimiotripsina, tripsina y la 
hidrólisis del péptido peptidil-glutamato (PGPH) del proteosoma. El ensayo se 
realizó con 50 µg de lisado de tejido y el sustrato incubados a 37ºC durante 190 
minutos. La florescencia emitida por el AMC se midió a una longitud de onda de 
360 nm de excitación y 465 nm de emisión.  
 
7. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS 
 
Los análisis estadísticos se realizaron con el test de ANOVA de 1 o 2 
vías, seguido de un post-test de Newman-Keuls o Bonferroni respectivamente, 
considerando significativas diferencias con p ≤ 0,05. En los análisis de 
supervivencia diferencial entre los ratones WT y APPswe sometidos a anestesia 
crónica se aplicó un test de Log-Rank. Para facilitar el análisis y representación 
de los datos, se utilizó el programa informático PRISM de GraphPad-Software. 
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I. ANULACIÓN PARCIAL Y TOTAL DE LA PROTEÍNA PARKINA 
EN UN MODELO GENÉTICO DE ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 
 
 Con el objeto de estudiar la función de la proteína parkina en un modelo 
de enfermedad de Alzheimer genético se diseñaron 6 grupos experimentales. 
Se cruzaron ratones knock-out de parkina: PK-KO, con ratones knock-in de 
APP (transgen de APP humana mutada): APPswe para obtener un ratón con 
ambas características: transgen APP y expresión parcial de parkina PK+/- 
(heterozigoto). Posteriormente se completó el modelo doble mutante mediante 
cruce y selección posterior de animales con expresión de APP y anulación total 
de la proteína parkina: APP-PK-/- (homozigotos). Se realizaron todos los 
experimentos comparando con los correspondientes controles: WT, APPswe, 
PK+/- y PK-/-, con el mismo fondo genético y estabulados juntos, en las mismas 
condiciones ambientales. Por tanto hemos estudiado, a partir de múltiples 
cruces de los ratones parkin -/- (PK-KO) y APPswe los siguientes 6 genotipos 
experimentales: WT, APPswe, APPswe/PK+/-, PK+/-, APPswe/PK-/- y PK-/-. 
 
El objetivo era observar la variación de la patología y fenotipo de EA por 
la anulación de la parkina en un modelo de ratón doble transgénico. La parkina 
es una E3 ubiquitin ligasa, muy importante en la vía de eliminación de proteínas 
anómalas por el proteosoma y la EA es una enfermedad neurodegenerativa 
con una neurotoxicidad relacionada con la acumulación proteica. 
 
Se realizaron estudios de conducta y comportamiento, muerte celular, 
análisis histológicos y bioquímicos observando una compensación en los 
grupos dobles mutantes en todas las características de la EA (conducta, 
muerte y acumulación de proteínas tau y Aβ). Este sistema de respuesta puede 
estar relacionado con la compensación por chaperonas, co-chaperonas, 
autofagia, GSH, entre otros, curiosamente potenciados por la ausencia de la 
parkina. 
Los resultados muestran al contrario de lo previsto que la ausencia de un 
sistema de neuroprotección, la parkina, se muestra beneficioso en la patología 
amiloide en ratones APPswe, debido a la compensación de la respuesta por 
otros sistemas. 
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1.1 Actividad motora, de exploración, supervivencia y fenotipo clínico en 
ratones APP y APP/PK 
Los 6 grupos de ratones analizados (WT, APPswe, APP/PK+/-, APP/PK-/- 
y PK-/-) tuvieron un desarrollo y evolución de peso normal hasta el momento 
del sacrificio (12 y 16 meses). Los ratones APPswe ganaron menos peso que el 
resto de grupos, esta pérdida de peso se revirtió en los ratones dobles 
mutantes APP/PK (Figura 17A).  
Se estudiaron las capacidades físicas de los ratones, la capacidad 
sensomotora, mediante el rota-rod. No hubo diferencias entre los grupos, en el 
tiempo de permanencia sobre el rota-rod ni a velocidad constante ni en 
aceleración (Figura 16A y 16B). 
 
Figura 16. Análisis de la capacidad motora de los ratones. (A) Tiempo de permanencia en la barra del 
Rota-rod en una prueba con aceleración a los 3, 6, 9 y 12 meses de todos los grupos experiementales, y 
(B) a los 12 meses de edad. (C) Distancia recorrida en el A-track durante 10 minutos de análisis. (D) 
Longitud de la zancada a lo largo de todo el estudio en todos los grupos. Los datos se presentan como  
± SEM (n = 10-24). 
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También se comparó la capacidad de exploración con la distancia 
recorrida en un campo abierto y la variación de la longitud de la zancada en 
todos los grupos de análisis (Figuras 16C y 16D).  
 
Una vez confirmada la motricidad normal de los diferentes grupos se 
analizó el índice ambulatorio (Figura 17C), y se observó una reducción 
significativa en la permanencia de la zona externa en los ratones APPswe 
revertida en los dobles mutantes, tanto APPswe/PK+/- como APPswe/PK-/-. Los 
ratones reaccionan ante estímulos que produzcan miedo o inseguridad 
manteniéndose en las zonas menos expuestas. Por tanto la permanencia en la 
zona externa se considera un índice de estrés, y los niveles se recuperan en 
los grupos APPswe/PK en comparación con el grupo APPswe.  
Por otro lado se considera un síntoma de parkinsonismo el acortamiento 
de la zancada en el desplazamiento, descrito previamente en los ratones PK-
KO, como modelo de Parkinson familiar, desde aproximadamente los 6 meses 
de edad. La longitud de la zancada se redujo significativamente en los knock-
out para parkina, tanto PK-/- como APPswe/PK-/- como era de esperar, y en el 
grupo APPswe respecto los controles WT. Esta diferencia puede ser atribuída al 
menor tamaño de este grupo o bien a que estos animales presentan 
parkinsonismo subclínico (Figura 16D y 17B). 
 
Se realizaron experimentos de laberinto en Y con los ratones, con la 
intención de estudiar su capacidad mnemónica. El número de entradas en el 
laberinto en Y, considerado un índice de exploración / interés por el medio, 
(Figura 17D) mostró una mayor reducción en los grupos con genotipo APP 
(APP, APP/PK+/- y APP/PK-/-). El porcentaje de alteraciones espontáneas 
completas (explorar los 3 brazos del laberinto sin repetir) se considera un 
indicador de la memoria en trabajo, calificado como las estructuras y procesos 
relacionados con la memoria activa y de corto plazo (manipulación y 
almacenamiento temporal de recuerdos). Los ratones APPswe tuvieron 
significativamente una menor alternancia en comparación con WT; esta 
diferencia se revirtió totalmente en los dobles mutantes APP/PK+/- y APP/PK-/- 
(Figura 17E). 
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Figura 17. Evolución del peso corporal, exploración y comportamiento motor en los grupos de 
análisis en machos de 12 meses de edad. (A) Peso a los 3, 6, 9 y 12 meses de edad de los grupos 
experimentales. Los APP tienen un menor peso revertido en los dobles mutantes APP/PK+/- y APP/PK-/-. 
(B) Longitud de zancada, reducida en los grupos PK-KO y ligeramente reducida en el APP. (C) Análisis de 
Acti-track en campo libre durante 10 minutos. (D) y (E) Índices de exploración y menmónico en el laberinto 
en Y.  ± SEM (n = 16-33). Análisis estadístico realizado mediante una ANOVA de una vía seguido de 
test “Newman-Keuls”. *p<0.05, ***p<0.001 vs WT; +p<0.05 vs APP. 
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1.2 Producción y acumulación de β-amiloide en ratones APP y APP/PK 
En general se acepta como una de las causas de la EA la acumulación 
de oligómeros de Aβ, esta acumulación proviene del corte de la proteína 
precursora del amiloide, APP. En nuestro modelo (APPswe) se ha introducido 
como transgen un gen humano de la proteína APPswe mutada, aumentando la 
acumulación por una mayor producción, depósito y agregación de β-amiloide 
en el organismo, llevando a un símil de patología EA. El corte de la proteína 
produce una acumulación de distintos tamaños según estos agregan entre sí, 
en la actualidad no se tiene claro qué fragmentos son culpables de la toxicidad 
en EA.  
Se usó un anticuerpo anti-β-amiloide (6e10) en Western blot para ver la 
agregación de la proteína. El fragmento de mayor peso molecular, 80 KDa, se 
observó sólo en los ratones knock-in del gen humano de APP (en los ratones 
APP y APP/PK). Los ratones APPswe y APPswe/PK+/- mostraron niveles de este 
fragmento proteico Aβ similares (Figura 18B y C), mientras que los ratones WT 
y PK+/- no lo expresaron. El fragmento de bajo peso molecular, a 40 KDa, sí 
aparece en todos los grupos, que corresponde al amiloide endógeno del ratón 
(Figura 18A). A 40 KDa se observaron diferencias significativas en aquellos 
grupos transgénicos APP, en este caso los grupos APPswe y APP/PK+/- tienen 
mayor deposito de la proteína en comparación con el resto de grupos. 
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Figura 18. Western Blot con anticuerpos anti-Aβ y PCR cuantitativa para el transgen humano en 
ratones APP y APP/PK+/- de 12 meses. (A) Cuantificación de la banda Aβ de 40KDa. Se constatan 
mayores niveles en transgenicos APP y APP/PK+/-. (B) WB representativo de los 4 grupos 
experimentales, junto con un estándar interno de agregados Aβ. (C) Cuantificación de la banda exclusiva 
del transgen humano a 80 KDA. (D) PCR cuantitativa a tiempo real con el inserto APP humano 
comparando grupos transgénicos APP y APP-PK+/-. (E) Western Blot de la proteína parkina; se observa 
una reducción en los grupos heterozigotos para parkina y desaparición en los homozigotos, nulos para 
parkina.  ± SEM (A y C: n = 16-33; D y E: n = 6). Análisis estadístico realizado mediante una ANOVA de 
una vía seguido de test “Newman-Keuls”. **p<0.01, ***p<0.001 vs WT; ++p<0.01 vs APP. 
 
Con objeto de descartar que las diferencias de fenotipo encontradas 
entre los ratones APP y APP-PK+/- se deban a un número de insertos del gen 
APP diferente en nuestras distintas líneas de ratones, se realizó una PCR 
cuantitativa a tiempo real. El análisis mediante una PCR cuantitativa nos 
permite comparar la cantidad de transgen APPswe humano en los mutantes 
APP y APP/PK+/-, viendo la variación en el número de copias entre los dos 
grupos. Como se observa en la figura 18D el límite de detección en ambas 
líneas es similar, por tanto el número de copias también lo es y los resultados 
obtenidos no son debidos a diferente carga génica de APP en las distintas 
líneas de transgénicos. 
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Los niveles de proteína parkina también se analizaron mediante WB, 
confirmando la ausencia total de parkina en los grupos KO: PK-/- y APPswe/PK-
/- y una reducción significativa en los grupos heterozigotos: PK+/- y 
APPswe/PK+/- respecto de WT (Figura 18E). 
Los niveles de β-amiloide, fracciones soluble y total, analizado mediante 
técnica de ELISA, mostraron que 
los ratones APPswe/PK+/- tienen 
niveles ligeramente menores (no 
significativos) de amiloide en las 
fracciones total y soluble que los 
APPswe (Figura 19). Sin embargo 
los niveles por el contrario de los 
APP/PK-/- sí fueron 
significativamente menores en 
comparación con los APPswe 
(Figura 20C).   
 
 
 
Los ratones APPswe de 12 y 16 meses de edad tienen un incremento 
significativo en el número de placas en comparación con los WT. El análisis del 
número de placas de amiloide en córtex e hipocampo mostró un ligero aumento 
en los ratones APPswe de 16 meses en comparación con lo sacrificados a los 12 
meses. Por el contrario los APPswe/PK+/- no mostraron esta tendencia referente 
a la edad. Los ratones APPswe/PK+/- tienen una disminución significativa en el 
número de placas Aβ con respecto a sus respectivos APPswe (Figura 20B). 
Estas diferencias aumentan en los ratones APPswe/PK-/- vs APPswe (Figura 
20D). Se observaron niveles mínimos de placas neuríticas en los ratones WT y 
PK, tanto hetero como homozigotos, (Figura 20A, B, D y E) a los 12 como a los 
16 meses de edad. 
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Figura 19. Análisis de las fracciones β-amiloide 
soluble y total en los grupos APP y APP/PK+/- por 
ELISA.  ± SEM (n = 9). 
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Figura 20. Placas de β-amiloide y niveles de Aβ solube y total. (A) Microfotografías representativas de 
córtex cerebral de los ratones WT, APP, APP/PK+/- y PK+/- de 12 y 16 meses y (B) Histograma 
correspondiente al número de placas de β-amiloide. (C) Análisis de Aβ soluble y total en ratones WT, 
APP, APP/PK-/- y PK-/- de 12 meses de edad por ELISA.  ± SEM (n = 9). (D) Microfotografías e 
histograma representativas de placas de amiloide en córtex y en hipocampo (E) de animales WT, APP, 
APP/PK-/- y PK-/- de 12 meses de edad. Inmunohistoquímica con anticuerpo anti-Aβ (1-42) (escala = 
100µm). Inclusiones de histogramas n = 7-10 por grupo. Análisis estadístico realizado mediante una 
ANOVA de una vía seguido de test “Newman-Keuls”. *p<0.05; **p<0.01, ***p<0.001 vs WT; +p<0.05; 
+++p<0.001 vs APP. 
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1.3 Muerte celular por apoptosis en ratones APPswe y APP/PK 
Investigamos la influencia de la supresión de la parkina en la apoptosis  
celular en los ratones APPswe. Sorprendentemente el número de células 
apoptóticas (TUNEL+) encontradas en el córtex e hipocampo (Figura 21A) 
cerebral disminuyen en los ratones APPswe/PK+/- en comparación con los 
niveles de APPswe (Figura 21B y C). La muerte que se observa en los APP se 
ve revertida en el grupo doble transgénico APPswe/PK+/- recuperando niveles 
de los controles WT. Además el cociente de proteínas pro / anti-apoptóticas, 
Bax / Bcl2, incrementando significativamente en los ratones APPswe, también 
revierte su expresión en los dobles mutantes APPswe/PK tanto heterozigotos 
como homozigotos (Figura 21D). 
 
 
Figura 21. Células 
apoptóticas y proteínas 
pro y anti-apoptoticas en 
ratones de 12 meses. (A)
Microfotografías de una 
célula TUNEL+ y su 
correspondiente Hoescht 
(escala = 20µm a 20X). (B)
Contaje de células 
apoptóticas por la técnica 
TUNEL en hipocampo y (C)
cortex (n = 5-6 animales 
con 2 cortes cada uno) en 
animales WT, APPswe, 
APP/PK+/- y PK+/- de 12 
meses. (D) Ratio de 
proteínas pro/anti-
apoptóticas Bax/Bcl2 e 
imagen representativa de 
WB en los 6 grupos 
experimentales en los 
animales WT, APP, APP 
PK+/-, PK+/-, APP/PK-/- y 
PK-/-  a los 12 meses de 
edad. Datos WB 
presentados como  ± 
SEM (n = 12). Análisis 
estadístico realizado 
mediante una ANOVA de 
una vía seguido de test 
“Newman-Keuls”.  *p<0.05, 
***p<0.001 vs WT;  
+p<0.05, +++p<0.001 vs
APP. 
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La Poli (ADP-Ribosa) Polimerasa (PARP-1), es una enzima nuclear de 
116 kDa. Una de las funciones biológicas de la PARP-1 es la reparación del 
ADN y el mantenimiento de la integridad del genoma, funciona como sensor 
activándose en respuesta al daño, señalizando en la ruptura de su cadena. 
Cuando la  intensidad del daño al que esta expuesto el ADN es severa, el 
estrés oxidativo induce una sobreactivación de PARP -1, que tras consumir el 
NAD+ y deplecionar el ATP de las células, produce disfunción celular y muerte. 
 
Por tanto, la presencia de la 
proteína PARP sin procesar, 
completa (Figura 22), apoya la 
hipótesis de que no existe una 
activación de las caspasas, fruto de 
un tratamiento de toxicidad aguda. 
Este hecho es explicable si se tiene 
en cuenta que se trabaja con un 
modelo de ratones in vivo, donde 
todos los mecanismos de 
compensación están activos y el 
fenotipo de los ratones APPswe a 
los 12 meses no esta muy 
desarrollado, ni en fase terminal. 
 
Los dobles mutantes muestran un modelo de enfermedad 
neurodegenerativa progresiva, en el que a los 12 meses aún funcionan los 
mecanismos de compensación referente a la muerte celular por apoptosis, 
demostrada por técnicas de TUNEL y WB (determinación de las proteínas pro-
apoptóticas). Estos datos indican una mayor muerte en los animales APPswe, 
que esta reducida en los dobles mutantes APPswe/PK+/- y APPswe/PK-/-. 
 
1.4 Estudio de gliosis en ratones APP y APP/PK 
El termino gliosis se utiliza ante la proliferación de células de la glía en 
zonas del SNC lesionadas ó bajo el efecto del envejecimiento, siendo un factor 
muy importante en las enfermedades neurodegenerativas. En nuestro modelo 
Figura 22. Imagen de WB de la proteína 
PARP sin procesar a 116 KDa y la altura 
del fragmento correspondiente a su 
procesamiento, en la activación de la 
apoptosis. Datos WB presentados como  
± SEM (n = 4). 
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observamos un aumento de la astrogliosis en los animales APPswe, significativo 
en comparación con los ratones WT y dobles mutantes APPswe/PK tanto hetero 
como homozigotos. Esta reversión de los dobles mutantes se consiguió ver 
mediante técnicas de valoración de imágenes del hipocampo usando un 
anticuerpo anti-GFAP (Figura 23A y B) y valorando el área y la intensidad 
lumínica (IOD). Este anticuerpo se une a la proteína ácida fibrilar de la glía, que 
conforma el citoesqueleto de las células gliales (astrocitos y células de 
Schwan) mostrando el perfil de los astrocitos. La disminución de los dobles 
transgénicos frente al grupo APPswe también se confirmó con el mismo 
anticuerpo por Western blot (Figura 23C). 
 
Figura 23. Cuantificación de la astroglía. (A) Cuantificación de la glia. Imágenes de la reacción en 
hipocampo con el anticuerpo anti-GFAP en WT, APPswe, APP/PK+/- y PK+/- a los 12 meses de edad, en 
verde GFAP y la proteína tau en rojo. Escala (20 µm). (B) Cuantificación de la reacción astroglial 
mediante la toma de imágenes y posterior valoración mediante software informático. Los datos están en 
unidades arbitrarias (IODS). La astrogliosis es mayor en el grupo APPswe en compración con el resto de 
grupos de análisis. (C) Western blot usando el mismo anti-GFAP en ratones WT, APPswe, APP/PK-/- y PK-
/- a los 12 meses de edad. Los datos corresponden a  ± SEM (n = 6). Análisis estadístico realizado 
mediante una ANOVA de una vía seguido de test “Newman-Keuls”. **p<0.01 vs WT; +p<0.05 vs APP. 
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1.5 Acumulación de tau total y fosforilada en ratones APPswe y APP/PK+/-  
La proteína tau es una proteína que forma los microtúbulos y abunda en 
las neuronas, su función principal es la estabilización de los microtúbulos 
axonales junto con la proteína tubulina. Pero también la proteína tau participa 
en la regulación del tráfico de células nerviosas por el axón, uno de los motivos 
por los que se la relaciona con las enfermedades neurodegenerativas, su 
fosforilación produce la pérdida de la estabilidad de la proteína, su agregación 
en ovillos neurofibrilares intraneuronales y de otras proteínas como el β-
amiloide. En la EA se observa una hiperfosforilación de tau; como 
consecuencia, el armazón estructural de la membrana se altera, modificando a 
su vez el tráfico axonal y produciendo la pérdida de conexiones neuronales. 
 
Se observaron placas neuríticas de tau inmunoreactivas en APPswe y 
APPswe/PK+/-, especialmente en los transgénicos simples en comparación con 
los dobles (Figura 24A). Los niveles de la proteína tau, medidos con el 
anticuerpo anti-tau5, midiendo tau total, en WB aumentaron significativamente 
en el grupo APPswe respecto de los animales controles WT (Figura 24B). 
También se observó una disminución de los niveles de tau total en PK+/- 
respecto de WT.  
 
Los niveles de tau fosforilada (P-Tau), obtenidas en las fracciones 
extraídas con guanidina, aumentaron en APPswe y APPswe/PK+/-, no obstante 
se produce una diferencia entre estos dos grupos siendo menor el aumento en 
los dobles transgénicos respecto los simples APPswe (Figura 24C). 
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Figura 24: Acumulación de tau, total y fosforilada en los 4 grupos experimentales a los 12 meses 
de edad. (A) Imagen representativa de la patología tau usando un anticuerpo anti-tau total en hipocampo. 
(Escala = 20µm, magnificación 20X). (B) Western blot representativos de la preoteína tau total, usando 
tau-5, en la fracción soluble de las muestras. (C) Western blot y cuantificación de la valoración de la 
proteína tau fosforilada, usando anti-tau fosforilada (en los residuos serina 199 y 202) en la fracción de 
guanidina. Los valores en ambos WB son  ± SEM (n = 12 en WT y APP; n = 6 en resto de grupos 
experimentales). Análisis estadístico realizado mediante una ANOVA de una vía seguido de test 
“Newman-Keuls”. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs WT; +p<0.05 vs APP. 
 
 
WT AP
P
AP
P P
K+
/-
PK
 
+/-
0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
*
*
Ta
u
5 
/ββ ββ
-
ac
tin
a
Tau5 
β-actina 
A 
B 
P-Tau  
(S199+S202) 
β-actina 
WT AP
P
AP
P P
K+
/-
PK
+/-
0.0
0.6
1.2
1.8
2.4
3.0
***
**
+
P-
Ta
u
 
/ ββ ββ
-
ac
tin
a
C 
   WT           APP      APP/PK+/-     WT          APP        APP/PK+/-    
Tau5 Immunohistoquímica: Hipocampo 
PK+/- 
APP 
APP/ PK+/- 
WT 
“Factores modificadores de la enfermedad de Alzheimer”, RESULTADOS 
 
103 
1.7 Niveles de chaperonas  
HSP70 (Heat Shock Protein) pertenece a una familia de chaperonas de 
respuesta a estrés celular, en su papel de chaperona facilita el correcto 
plegamiento de las proteínas reduciendo su conformación aberrante y por tanto 
su agregación. 
CHIP es una E3 ligasa, que interacciona con parkina y actúa en el 
marcaje de proteínas para la degradación vía proteosoma, también 
interacciona con HSP70 aumentando la eliminación y el correcto plegamiento 
de las proteínas (Imai et al. 2002). 
El complejo CHIP-HSP70 degrada la proteína tau (Imai et al. 2002; 
Petrucelli et al. 2004; Shimura et al. 2004; Sahara et al. 2005) y actua 
específicamente en la eliminación de β-amiloide (Kumar et al. 2007), las 
proteínas HSP70 y CHIP aumentaron en los dobles mutantes de APPswe y 
parkina (APPswe/PK+/- y APPswe/PK-/-) en comparación con WT y APP (Figuras 
25A y 25B). Considerando las proteínas HSPs como de respuesta no selectiva 
a estrés, se puede comprender que ambas líneas PK+/- y APPswe/PK+/- 
expresan mayores niveles neuroprotectores de las proteínas CHIP y HSP70. 
 
Figura 25. Expresión de chaperonas en WT, APPswe, APP/PK+/-, PK+/-, APP/PK-/- y PK-/-. (A) 
Western blot representativo y valores de HSP70 y (B) CHIP corregidos por β-actina.  ± SEM (n = 12 en 
WT y APP; n = 6 en resto de grupos experimentales). Análisis estadístico realizado mediante una ANOVA 
de una vía seguido de test “Newman-Keuls”. **p<0.01, ***p<0.001 vs WT; ++p<0.01, +++p<0.001 vs APP; 
oop<0.01 vs PK-/-. 
 
 
1.8 Marcadores de autofagia 
Otro gran sistema de eliminación de agregados es la autofagia. En la 
autofagia se generan vesículas de doble membrana, autofagosomas, en los 
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que se engloban las sustancias citoplasmáticas a degradar, posteriormente se 
fusionan con las vesículas con enzimas hidrolíticas, los lisosomas, y se forman 
los autofagosomas. Además la autofagia actúa en colaboración con las 
chaperonas para la eliminación de proteínas mal conformadas. 
Los niveles del ratio LC3II / LC3I y la Beclina-1, ambos marcadores 
directos de actividad autofágica, están aumentadas en APPswe/PK+/- respecto a 
los ratones APPswe (Figura 26B y 26C). Apoyando estos datos, encontramos 
que la proteína p62, considerada como sustrato de la autofagia, se ve 
disminuida en los ratones APPswe/PK+/- respecto de los APPswe (Figura 26A).  
 
Figura 26. Marcadores de autofagia en los 6 grupos experimentales (A) Cuantificación de la proteína 
sustrato de autofagia p62 corregida por actina. (B) LC3, bandas II y I junto con su correspondiente actina, 
representada la cuantificación del ratio LC3II/LC3I. (C) Beclina-1 en los grupos de análisis como marcador 
de autofagia. Datos mostrados como  ± SEM (n = 12 en WT y APP; n = 6 en resto de grupos 
experimentales). Análisis estadístico realizado mediante una ANOVA de una vía seguido de test 
“Newman-Keuls”. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs WT; +p<0.05, ++p<0.01, +++p<0.001 vs APP; 
oop<0.01 vs PK-/-. 
 
Un aumento de la expresión de la chaperonas y de la autofagia, en los 
dobles mutantes, parece jugar un papel importante disminuyendo la patología 
relacionada con la enfermedad de Alzheimer en estos modelos. Produciendo 
en último término la disminución de los acúmulos de las proteínas tau, tanto 
total como fosforilada, y β-amiloide y los niveles de muerte celular en el modelo 
APPswe.  
 
1.9 Actividad del proteosoma en ratones APP y APP/PK+/- 
El proteosoma es el complejo proteico encargado de la eliminación final 
de las proteínas previamente marcadas para degradación con ubiquitina (UPS, 
Ubiquitin Proteosome System). El proteosoma esta formado por dos clases de 
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unidades: α que ejercen como “puertas” reconociendo la ubiquitina y 
permitiendo la entrada hacia las subunidades β, con capacidad catalítica. 
Se estudiaron los niveles catalíticos, actividad quimiotripsina y tripsina 
del proteosoma (Figura 27B y 27A). Los niveles de ambas actividades estaban 
disminuidos en la línea APPswe en comparación con los WT y ambas también 
se ven normalizadas en los dobles mutantes APPswe/PK-/-. No se encontraron 
cambios en la actividad Peptidil Glutamil Peptidasa (PGPH) del proteosoma. 
 
Figura 27. Actividad del proteosoma en WT, APPswe, APP/PK-/-, PK-/- a los 12 meses de edad. (A) 
Actividad quimiotripsina y tripsina (B), obtenidos de hemisferios de los grupos experimentales. Los datos 
son  ± SEM (n = 5-6 por grupo). Análisis estadístico realizado mediante una ANOVA de una vía seguido 
de test “Newman-Keuls”. ***p<0.001 vs WT; +p<0.05 vs APP. 
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ANEXO I 
 
RESULTADOS hembras de 12 meses: WT, APPswe, APP/PK+/-, 
PK+/- 
 
 
Figura 1 ANEXO. Cuantificación de amiloide y proteínas de muerte en muestras de hembras de 12 
meses WT, APPswe, APP/PK+/- y PK+/-. (A) Análisis de amiloide mediante ELISA en fracciones soluble y 
total en hembras de 12 meses. No se observan diferencias significativas entre los APPswe y los dobles 
mutantes. (B) Imagen representativa y cuantificación de WB. Cociente de proteínas pro y anti apoptóticas 
(Bax/Bcl2) en hembras. Como variación de la respuesta en machos, las ratones APP no aumentan el 
cociente, pero si se observa una bajada significativa del cociente de proteínas pro / anti-apoptóticas en las 
hembras dobles mutantes APP/PK+/-. Los datos se expresan como  ± SEM (n = 7 en figura A; n = 6 en 
figura B). Análisis estadístico realizado mediante una ANOVA de una vía seguido de test “Newman-
Keuls”. ***p<0.001 vs WT; +p<0.05 vs APP; ∆∆∆p<0.01 vs PK+/-. 
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Figura 2 ANEXO. Expresión de tau total y tau fosforilada en hembras de 12 meses WT, APPswe, 
APP/PK+/-, PK+/-. (A) Western blot representativo e histograma correspondiente a la expresión de tau 
total y (B) tau fosforilada corregidos por β-actina en hembras de 12 meses.  ± SEM (n = 12 en WT, 
APP, APP/PK+/- y n = 9 en PK+/- en figura A; n = 12 en figura B). Análisis estadístico realizado mediante 
una ANOVA de una vía seguido de test “Newman-Keuls”. ***p<0.001 vs WT; +++p<0.001 vs APP; 
∆∆∆p<0.01 vs PK+/-. 
 
 
 
Figura 3 ANEXO. Expresión de HSP-70 y co-chaperona CHIP en hembras WT, APPswe, APP/PK+/- y 
PK+/- de 12 meses. (A) Western blot representativo y valores de HSP70 y (B) CHIP corregidos por β-
actina en las hembras 12 meses de edad.  ± SEM (n = 13 en WT, APP y n = 8 en APP/PK+/- y PK+/- en 
figura A; n = 6-7 en figura B). Análisis estadístico realizado mediante una ANOVA de una vía seguido de 
test “Newman-Keuls”. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs WT; +p<0.05, ++p<0.01 vs APP. 
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Figura 4 ANEXO. Marcadores de autofagia en hembras de los grupos WT, APPswe, APP/PK+/-, PK+/- 
(A) Cuantificación e imagen de la proteína sustrato de autofagia p62 corregida por β-actina en ratonas de 
12 meses de edad. (B) LC3, bandas II y I y representación de la cuantificación del ratio LC3II/LC3I, 
considerado índice directo de la reacción autofágica en hembras de los 4 genotipos. Datos mostrados 
como  ± SEM (n = 10 en todos los grupos experimentales). Análisis estadístico realizado mediante una 
ANOVA de una vía seguido de test “Newman-Keuls”. **p<0.01 vs WT; ++p<0.01 vs AP
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II. TRATAMIENTO CRÓNICO CON ISOFLURANO EN UN 
MODELO DE ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 
 
Existen múltiples trabajos epidemiológicos que vinculan de manera 
estadística el riesgo de padecer EA a edades avanzadas, con el número de 
procedimientos anestésicos a lo largo de la vida (Bohnen et al. 1994). 
Posteriormente se realizaron estudios in vitro y en la actualidad se están 
realizando in vivo probando esta correlación. La llamada disfunción cosgnitiva 
posoperativa (POCD en inglés), producida tras intervenciones con anestesia 
general, de carácter temporal y leve, y la EA parecen estar cada vez más 
relacionadas a la luz de las últimas investigaciones. Cuanto más se aprende 
sobre la relación y acción de los anestésicos sobre el SNC, mayor 
preocupación se muestra sobre la seguridad de estos productos y sus efectos a 
largo plazo (Baranov et al. 2009). 
Nuestra intención fue simular en el modelo de EA, ratón transgénico 
Tg2576 con mutación APPswe, una situación de acumulación de intervenciones 
anestésicas a lo largo de la vida, valorando posteriormente el estado de la 
patología del ratón. Una de las conclusiones de trabajos previos es que los 
anestésicos volátiles tienden a agregar más el β-amiloide, aumentando además 
la muerte celular en cultivos. Por ello se escogió el Isoflurano, un anestésico de 
amplio uso en clínica, con base química similar a anestésicos de última 
generación.  
Se utilizaron ratones APPswe de 7 hasta los 10 meses de edad para 
emular una situación preclínica, aún no tienen desarrollo de placas, y durante 3 
meses se realizaron anestesias repetidas 3 veces por semana, controlando 
todas las variables cardiovasculares, de oximetría y de temperatura corporal. 
Se analizó el comportamiento y al sacrificio de los animales se realizaron 
estudios de histología y bioquímica para determinar el estado de los animales. 
 
Los objetivos del diseño experimental fueron: testar la validez de un 
sistema de anestesia acumulativo en un modelo de EA como factor modificador 
de la toxicidad en EA y una vez confirmada la validez del modelo, estudiar la 
progresión de la patología con diversas técnicas experimentales. 
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2.1 Supervivencia y comportamiento de los ratones APPswe a la anestesia 
repetida con isoflurano 
Se realizó un análisis de la supervivencia de los ratones APP y WT 
utilizando el método de Kaplan-Meier en los ratones sometidos a anestesia 
durante el periodo de experimentación (3 meses). Durante el periodo de 
observación, desde los 7 a los 10 meses de edad, no hay diferencias en 
supervivencia entre los ratones WT y APP no tratados. La exposición repetida a 
anestesia con isoflurano no altera la supervivencia de los WT pero sí la reduce 
significativamente en los APPswe (Figura 28A). Además, dos de las muertes en 
los APP se produjeron inmediatamente después del proceso anestésico, en el 
tiempo de “educción” (despertar de la anestesia), así que debemos suponer 
que la diferencia observada entre APPswe y WT se debe al tratamiento con 
isoflurano. Esta mayor sensibilidad al proceso anestésico nos hizo reducir la 
duración de las exposiciones al isoflurano de ambos grupos de 30 a 20 minutos 
para minimizar las bajas. 
 
Figura 28. Análisis de la supervivencia, tiempo de educción tras anestesia y actividad en el 
laberinto en Y. (A) Se registraron las bajas durante el periodo de anestesia en los dos grupos, APP 
(rombos) y WT (puntos) de los 7 a 10 meses. (B) Representación de los tiempos de educción (despertar 
de la anestesia) de APP frente a WT tras 30 minutos de anestesia. Se observa una diferencia significativa 
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en la educción del grupo APP frente a WT. (C) Educción a los 20 minutos de anestesia, desapareciendo 
la diferencia entre grupos. (D) Alternancia espontánea de los ratones en exploraciones libres en un 
laberinto Y. Los datos reflejan diferencia significativa en el porcentaje de alternancia en el grupo APP 
anestesia, y una tendencia en los APP controles frente a sus respectivos WT. (E) Exploraciones totales en 
5 minutos de prueba. Los valores se expresan como la media ± SEM (n = 15-30). Análisis estadístico 
realizado mediante una ANOVA de una vía seguido de test “Newman-Keuls”. *p<0.05, ***p<0.001 vs 
Control anestesia; +p<0.05, ++p<0.01, +++p<0.001 vs equivalente WT. Se realizó un Anova de dos vías 
seguido de Bonferroni en la figura 28E, mostrándo que la fuente principal de variación es el genotipo en el 
tratamiento con isoflurano, (F (1,43) = 6.80, p = 0.0125. 
 
Los ratones APP y WT sometidos a anestesia mostraron diferencias en 
los “tiempos de educción” muy interesantes, tras 30 minutos de anestesia con 
isoflurano se vieron diferencias, tiempos de educción más largos en los APPswe, 
que se pierden al reducir el periodo de anestesia a 20 minutos (Figura 28B y 
28C).  
 
El análisis factorial de los elementos “genotipo y anestesia” muestra 
potenciación del efecto del genotipo por la anestesia en cuanto a la reducción 
del índice de alternancia (Figura 28D). En relación con el número total de 
entradas, estan significativamente disminuidos por el genotipo pero no se 
modifican por la acción de la anestesia (Figura 28E). Esto sugiere que la 
anestesia disminuye la capacidad exploradora pero no la actividad motora en 
ratones APPswe.  
 
Durante los procesos anestésicos se realizaron controles y mediciones 
de electrocardiograma y presión arterial, obteniéndose el ritmo cardiaco, la 
temperatura corporal, la saturación de O2 y el ritmo respiratorio (Tabla 9); sin 
diferencias entre las líneas de ratones (APP y WT, Figura 29). 
 
 
 
Tabla 9. Presión arterial: sístole, diástole y presión arterial, ritmo cardiaco, temperatura corporal, 
ventilaciones por minuto y saturación parcial de O2 en ratones WT y APP (n = 5 por grupo experimental).  
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Figura 29. (A) Datos de electrocardiograma de ratones WT y APP sometidos a anestesia con 
isoflurano. (B) y (C) Electrocardiogramas representativos de WT y APP respectivamente, marcados los 
eventos respiratorios (se refleja la actividad muscular) y el pulso del ratón. 
 
2.2 Marcadores de muerte y apoptosis en hipocampo 
Para el estudio de neurodegeneración se realizó un contaje de las 
células TUNEL positivas en el hipocampo (Figura 30A y B), que marcarían el 
final del proceso apoptótico. Se observa un efecto sinérgico del genotipo y del 
tratamiento con isoflurano encontrándose mayor muerte en los ratones APP 
sometidos a anestesia. Además estos resultados se apoyan con el análisis de 
las proteínas pro y anti-apoptóticas: Bax y Bcl2, mediante WB (Figura 30C y D). 
El cociente Bax / Bcl2 nos daría un índice de expresión de proteínas de muerte. 
Repitiéndose el patrón visto en inmunoquímica, aumentan los índices de 
muerte con el isoflurano, exacerbado además con el genotipo APP. El aumento 
de muerte en TUNEL es significativo en los APPswe con anestesia frente a 
APPswe control, en WB los animales APPswe muestran niveles significativamente 
mayores que sus WT correspondientes (Figura 30).  
 
El análisis factorial realizado, muestra en la figura 30D a ambas 
variables, genotipo y tratamiento con isoflurano, como fuentes de variación en 
el aumento del ratio proapoptotico Bax/Bcl2. 
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Figura 30. Células apoptóticas en hipocampo e índice de expresión de proteínas de muerte: índice 
Bax/Bcl2. (A) Imágenes de célula TUNEL positiva (imagen superior) y su correspondiente Hoescht 
(imagen inferior). (B) Cuantificación de células apoptóticas en hipocampo. (C y D) Bandas de proteínas 
Bax (pro-apoptótica) y Bcl2 (anti-apoptótica) e histograma representativo. Los resultados del estudio de 
muerte parecen mostrar un efecto acumulativo y sinérgico del efecto genotipo y anestesia. Los valores se 
expresan como la media ± SEM (Figura B: n = 15-30; Figura D: n= 5). Análisis estadístico realizado 
mediante una ANOVA de una vía seguido de test “Newman-Keuls”. *p<0.05 vs Control anestesia; 
++p<0.01 vs correspondiente WT. Se realizó un análisis Anova de dos vías seguido de Bonferroni en la 
figura 15B, mostrando el genotipo como fuente de variación F (1,55) = 7.31, p = 0.0091, y la 15D siendo 
ambos, genotipo F (1,17) = 47.28, p<0.0001 y tratamiento con isoflurano, F (1,17) = 7.62, p = 0.0134, 
como fuentes de la variación en la apoptosis celular.  
 
 
2.3 Efecto de la anestesia en células gliales 
 Se estudió la influencia de la anestesia como factor de activación glial. 
En inmunohistoquímica se utilizó un triple marcaje: GFAP (verde) como 
marcador mayoritario de astrocitos, tau (proteína tau, rojo) y Hoescht (marcador 
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cromatina nuclear, azul). La astrogliosis aumenta con la anestesia en WT y en 
APPswe control, pero sorprendentemente disminuye de manera significativa en 
el grupo APPswe con anestesia (Figura 31A y B).  
 
Figura 31. Valoración de astroglía y microglía mediante GFAP y OX-6, respectivamente. (A) 
Micrografías representativas de los 4 grupos experimentales: WT, WT Anestesia (WT+), APP y APP 
Anestesia (APP+) con GFAP (verde), Hoescht (azul) y Tau (rojo). (B) Valoración astrogliosis (IOD de 
GFAP), se observa una aumento en WT con anestesia y APP control, pero este aumento desaparece en 
APP con anestesia. (C) Bandas e histograma de WB para GFAP. La anestesia aumenta la activación 
astroglial en WT pero la disminuye en APP tratados con isoflurano. (D) Bandas proteicas y datos 
representativos de OX-6, marcador de microglía. La microglía aumenta significativamente sólo en el grupo 
APP sometido a anestesia frente a los otros grupos. Los valores se expresan como la media ± SEM 
(Figura B: n = 15-30; Figura C y D: n = 5). Análisis estadístico realizado mediante una ANOVA de una vía 
seguido de test “Newman-Keuls”. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs Control anestesia; +p<0.05, 
+++p<0.001 vs equivalente WT. El análisis mediante Anova de dos vías mostró interacción entre genotipo 
y tratamiento F(1,19) = 17.99, con una p = 0.0004 en la figura 16C. 
 
 
La valoración del efecto de la anestesia en los 4 grupos experimentales 
mediante un anticuerpo anti-GFAP y técnicas de WB arrojó resultados similares 
(Figura 31C), mostrando una disminución significativa en los APPswe con 
anestesia, mientras que WT con anestesia y APPswe controles mostraron un 
aumento versus WT control. Además el análisis de dos vías muestra 
interacción entre el genotipo y tratamiento con isoflurano (Figura 31C), 
exponiendo un efecto sumatorio de ambas variables. Estos datos de gliosis 
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podrían explicarse con los resultados de muerte celular hallados en los 4 
grupos (Figura 30).  
También se estudió el estado de la activación microglial con el 
tratamiento con isoflurano, mediante WB con anti-OX-6 (Figura 31D). El grupo 
APPswe tratado con isoflurano mostró un aumento de la microglía muy marcado 
respecto a los otros grupos, que no mostraron diferencias entre el grupo WT 
control y anestesia ni con el grupo APPswe control. Estos datos sugieren que la 
microglía aumenta de manera sinérgica, específicamente solo con el genotipo 
APPswe y el isoflurano. 
En los ratones APPswe nos encontraríamos en un punto en el que 
existiría una disminución de la glía neuroprotectora (astrocitos) y una activación 
de la glía inflamatoria (microglía) que podría producir muerte neuronal. Estos 
datos prueban que un tratamiento prolongado de isoflurano produce muerte 
neuronal, y la capacidad neuroprotectora de reacción glial se ve superada con 
las repeticiones a la exposición de isoflurano. 
 
2.4 Acumulación de proteína tau y aumento de β-amiloide. Marcadores de 
patología Alzheimer 
Para el estudio de la acumulación de las proteínas claves de la patología 
EA, tau y β-amiloide, se recurrió a WB e inmunohistoquímica, en el caso de tau, 
y a las técnicas de ELISA e inmunohistoquímica de placas de Aβ para el 
péptido amiloide.  
 
Se utilizó anti-tau5 como marcador de la proteína tau total (Figura 32A), 
mostrando un ligero incremento de los grupos APPswe frente a WT, sin 
diferencias significativas. La proteína fosforilada se considera un indicador más 
específico de la patología, ya que para que tau se acumule en ovillos 
neurofibrilares, característico en EA, necesita estar previamente fosforilada. 
Resultados similares a tau total se obtuvieron con la proteína tau fosforilada, 
aumento de P-Tau en ratones APPswe frente a WT (Figura 32B), se percibió una 
tendencia no significativa debido al genotipo APPswe frente a la línea WT, sin 
influencia de la anestesia. 
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Figura 32. Efecto de la anestesia sobre la proteína tau, en niveles de proteína total y fosforilada. (A) 
Análisis de WB con anticuerpo anti-tau-5, marcador de proteína tau total. (B) WB de niveles de proteína 
tau fosforilada. Se observa una tendencia no significativa de los niveles de tau y P-tau por WB debido al 
genotipo APP. 
 
Otro punto clave a estudiar era la acción de la anestesia sobre los 
niveles de péptido β-amiloide, en placas y soluble. Los contajes de placas de 
proteína acumulada (Figura 33A) en corteza mostraron resultados similares 
que los niveles de ELISA: soluble y total (Figura 33B). Los ratones APP tienen 
muy aumentados el número de placas frente a los WT, pero el tratamiento con 
isoflurano no aumenta su número (Figura 33A). Es importante, no solo medir el 
número de placas precipitadas de la proteína, sino también la concentración de 
Aβ soluble, que se postula como el factor clave en la toxicidad por amiloide. De 
manera similar a los resultados de placas las cantidades de amiloide soluble y 
total se muestran sin cambios por el tratamiento con isoflurano.  
Sin embargo, al estudiar la expresión del fragmento Aβ encontramos un 
aumento significativo en el grupo APPswe tratado con anestesia respecto a los 
demás grupos experimentales (Figura 33C) y un aumento sinérgico (interacción 
F(1,18) = 4.56) producido por genotipo y exposición a isoflurano. La 
acumulación de agregados Aβ se incrementa tanto en ratones WT como 
APPswe cuando se les somete a tratamiento repetido de isoflurano (interacción 
F(1,17) = 8.15), pero el aumento de agregados en el grupo APPswe con 
isoflurano es estadísticamente mayor que en el WT con isoflurano (Figura 
33D). 
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Figura 33. Efecto de la anestesia sobre los niveles de proteína Aβ, acumulación de placas de β-
amiloide y niveles de amiloide (soluble y total). (A) Inmunohistoquímica de β-amiloide: micrografías de 
corteza y contaje de placas. Los grupos APP muestran un aumento de número de placas respecto de WT, 
pero no hay diferencias con la anestesia. (B) Resultado de los niveles de amiloide soluble y total por 
ELISA. No hay diferencias con el tratamiento con isoflurano. (C) Bandas e histograma de fragmento de 
amiloide, aumento significativo con el APP y el tratamiento. (D) Histograma cuantificado del sumatorio de 
bandas de amiloide (AC 1-42) corregidos por actina. Los valores se expresan como la media ± SEM 
(Figura A y B: n = 15-30; Figura C y D: n = 5-6). Análisis estadístico realizado mediante una ANOVA de 
una vía seguido de test “Newman-Keuls”. ***p<0.001 vs Controles respectivos; +p<0.05, ++p<0.01, 
+++p<0.001 vs equivalentes WT. El análisis mediante Anova de dos vías mostró interacción entre 
genotipo e isoflurano F (1,18) = 4.56 con un valor de p = 0.0467 en la figura 18C y F(1.17) = 8.15 y un p 
valor de 0.011 en la 18D. 
 
 
2.5 Efecto del isoflurano sobre la expresión de chaperonas y autofagia 
En las enfermedades neurodegenerativas existe un patrón de 
acumulación anómala de proteínas, esta acumulación esta relacionada con 
errores en el plegamiento y degradación. Los mecanismos implicados en la 
acumulación de proteínas anormales y que pueden actuar como agentes 
compensadores son: la actividad del proteosoma, la expresión de chaperonas y 
la autofagia. 
La proteína CHIP es una 3-ubiquitin ligasa que marca proteínas para su 
degradación mediante el proteosoma, CHIP junto con HSP70 reacciona frente 
a niveles de estrés celular. Los ratones APPswe sometidos a tratamiento con 
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anestesia no son capaces de incrementar la expresión de CHIP, como ocurre 
en los WT (Figura 34B).  
HSP70 solamente aumenta en el grupo APP con anestesia respecto del 
resto de grupos experimentales (Figura 34A). En este caso la disminución 
significativa de CHIP con la anestesia podría deberse a una saturación frente a 
una mayor neurodegeneración ó aumento de estrés celular por el isoflurano. 
Este aumento del estrés se confirma con el incremento de HSP70, proteína de 
respuesta al estrés (“Heat Shock Protein”), en APPswe con anestesia. 
 
Figura 34. Expresiones de chaperona HSP-70 y CHIP. (A) Expresión de la chaperona HSP-70, se 
observa un aumento significativo de APP Anestesia frente a APP control y WT Anestesia. HSP-70 es una 
proteína de respuesta a estrés. (B) Respuesta de CHIP, se observa un aumento significativo en WT 
Anestesia, pero una disminución del grupo APP en respuesta a anestesia. Los valores se expresan como 
la media ± SEM (Figura A: n = 8-12; Figura B: n = 8-12). Análisis estadístico realizado mediante una 
ANOVA de una vía seguido de test “Newman-Keuls”. *p<0.05 vs Control anestesia; +p<0.05 vs 
equivalente WT. 
 
 
Otro sistema de defensa frente a la acumulación anómala de proteínas, 
además del proteosoma, es la autofagia. La autofagia es el proceso por el cuál 
se producen lisosomas que degradan aquellos productos anómalos, proteínas 
incluidas. Para el estudio de los procesos de autofagia se utilizaron los 
marcadores proteicos p62 y LC3 (I y II), de macro y micro-autofagia, 
respectivamente, estudiando su expresión mediante técnicas de WB. El 
anticuerpo p62 es un substrato de los procesos de autofagia y aumenta de 
manera significativa en los APPswe con anestesia (Figura 35A). Este aumento 
pone de manifiesto una disminución de la autofagia en este grupo respecto de 
los demás. El dato de p62 se corrobora a su vez con LC3, que se considera un 
marcaje directo del flujo autofágico. La proteína LC3 se encuentra en los 
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microtubulos, (concretamente en la cadena ligera) la subforma LC3II esta 
relacionada directamente con el número de autofagosomas, mientras que LC3I 
sería la forma “inactiva”. Por ello el ratio LC3II/LC3I daría una relación directa 
del flujo autofágico, del paso de la forma I a la II. Este ratio disminuye de 
manera drástica en el grupo APPswe con anestesia frente a los WT y APP 
control (Figura 35B), lo cuál se podría explicar con una disminución de la 
autofagia, coincidiendo con p62 y dándole un papel clave al tratamiento 
experimental con isoflurano en los ratones APPswe para la disminución del flujo 
autofágico y la acumulación de proteínas anormales en los ratones APPswe 
sometidos a tratamiento con isoflurano. Esta reacción diferencial entre los 
genotipos y la anestesia es estadísticamente significativa con el análisis de dos 
vías, mostrando interacción (p = 0.0014) entre genotipo y anestesia.  
 
Figura 35. Niveles de marcadores de autofagia: p62 y LC3. (A) Expresión de p62 como sustrato de la 
autofagia. Su aumento en “APP Anestesia” parece mostrar una disminución de la autofagia frente a los 
demás grupos. (B) El ratio LC3II/LC3I es un marcador directo del flujo autofágico. Se observa una 
disminución muy significativa en APP Anestesia en concordancia con los datos de p62, parece sugerir 
una disminución de autofagia en APP anestesia, por el contrario en WT anestesia, curiosamente el 
isoflurano produce un aumento de la misma. Los valores se expresan como la media ± SEM (Figura A: n 
= 8-14; Figura B: n = 8-14). Análisis estadístico realizado mediante una ANOVA de una vía seguido de 
test “Newman-Keuls”. *p<0.05, **p<0.01 vs Control anestesia; +p<0.05, +++p<0.001 vs correspondiente 
WT. El análisis de 2 vías se realizó sobre los datos de la figura 20B, mostró una interacción entre las 
variables, genotipo APP y tratamiento con isoflurano, de F(1.18) = 14.11, con una p = 0.0014. 
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III. TRATAMIENTO AGUDO CON ISOFLURANO Y 
NEUROPROTECCIÓN CON TREHALOSA EN UN MODELO DE 
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 
 
Demostrada la mayor susceptibilidad de los ratones APPswe frente a un 
proceso acumulativo de anestesia se decidió abordar un experimento agudo. 
Los ratones APPswe sufren una mayor degeneración, y tras 3 meses de 
tratamiento con isoflurano se observa una pérdida de los sistemas de 
compensación, ¿pero que ocurre con tratamientos menos prolongados? 
 
Para contestar esta pregunta se diseñó un modelo experimental en el 
que la aplicación de la anestesia estaba reducida en tiempo y número de 
exposiciones. El tratamiento se aplicó en una semana, 3 intervenciones de 1 
hora y media cada una, con una reducción del porcentaje de isoflurano (de 2% 
en el modelo crónico, a 1% en el modelo agudo) para poder aumentar el tiempo 
de exposición. Se comprobó que este tratamiento con isoflurano producía 
alteraciones bioquímicas, moleculares y variaciones en la conducta en los 
ratones APPswe. 
Una vez comprobada la validez experimental del modelo agudo y un 
aumento de la muerte celular por apoptosis se realizó un pretratamiento con 
tehalosa, con la intención de proteger de los efectos de la anestesia. La 
trehalosa es un disacárido con bajo poder edulcorante. Es el azúcar mayoritario 
de los invertebrados, se encuentra en la hemolinfa de los insectos por su alta 
capacidad energética (de su hidrólisis se obtienen dos moléculas de glucosa), 
en hongos, setas y diversidad de plantas por su capacidad protectora de 
estructuras ante la desecación. En el reino fungi es responsable del “resurgir” 
estacional, gracias a su capacidad protectora de estructuras y proteínas y la 
capacidad de rehidratación que otorga. Además se encuentra presente en 
tardígrados, permitiendo detener el metabolismo en ambientes hostiles, lo que 
se conoce como criptobiosis.  
 
En los últimos tiempos debido a su capacidad de actuar como chaperona 
química, protección estructural de proteínas, su función como inductora de la 
autofagia, el bajo coste de su producción y nulos efectos secundarios se la ha 
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propuesto como tratamiento en diversas enfermedades neurodegenerativas 
relacionadas con la acumulación de proteínas aberrantes. 
 
3.1 Administración de trehalosa e índice mnemónico durante el 
tratamiento con isoflurano 
 La trehalosa se administró en la bebida de los ratones durante una 
semana antes del inicio del tratamiento y la semana durante la aplicación del 
isoflurano. Se diluyó en la bebida al 1% con la intención de no alterar la 
ingestión de líquido por parte de los ratones, se mantuvo un control diario de la 
ingesta nutricional (Figura 36A y B). Como se observa, no se produjeron 
variaciones en la conducta alimentaria de los ratones, ni en la ingesta de 
líquido. 
Se realizaron pruebas de conducta para ver la variación en la memoria 
de trabajo usando el laberinto en Y, 24 horas después de la última exposición a 
isflurano (previo al sacrificio). En el número de entradas, índice de actividad 
exploratoria (Figura 36C) se observa un aumento no significativo en ambos 
grupos tratados con trehalosa, no se produce bajada en el rendimiento con el 
tratamiento agudo de isoflurano. En el índice de alternancia, como indicativo de 
memoria en trabajo, no se produjeron diferencias ni por el tratamiento con 
isoflurano, ni con la combinación con trehalosa (Figura 36D). 
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Figura 36. Control de ingesta y administración de trehalosa e índice de memoria. (A) Administración 
de trehalosa por ratón en el agua de bebida al 1%. (B) Ingesta de comida durante el proceso, sin 
variaciones entre grupos. (C) Número de entradas en el laberinto en Y en 5 minutos y (D) % de 
alternaciones espontáneas durante el análisis. 
 
3.2 La trehalosa reduce la apoptosis inducida por tratamiento agudo con 
isoflurano 
 Para probar la validez del modelo experimental se comprobó el efecto de 
la exposición aguda de isoflurano en los animales de experimentación. Se 
realizaron cortes histológicos de los ratones de los 6 grupos experimentales y 
se analizó la muerte celular por apoptosis mediante la técnica TUNEL, 
marcándose aquellos núcleos en apoptosis final, con disgregación de 
cromatina (Figura 37A). Se cuantificaron los núcleos TUNEL+ en la corteza y el 
hipocampo y se comprobó un aumento significativo de las células apoptóticas 
en los grupos WT y APPswe dependientes del tratamiento, así como una 
reversión de esta muerte en los animales pretratados con trehalosa (Figura 
37B).  
También se analizaron mediante WB el estado de expresión de las 
proteínas pro-apoptoticas, Bax y anti-apoptoticas, Bcl2, en un ratio “pro-
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apoptótico”: Bax / Bcl2. El resultado corroboró los resultados de la histología, 
mostrando en el grupo APPswe un aumento muy significativo de la muerte con 
isoflurano a los 24 horas de la última exposición, así como una reversión de 
dicho ratio con la trehalosa (Figura 37C). El grupo WT tuvo una tendencia a 
subir no significativa en dicho ratio en WT con isoflurano pero permaneció sin 
cambios con el tratamiento combinado con la trehalosa y la anestesia. 
 
 Este aumento de la muerte por apoptosis en hipocampo y corteza junto 
con los cocientes de proteínas de muerte confirma que el diseño agudo del 
experimento influye en nuestros grupos de trabajo, especialmente en el modelo 
de EA. 
 
 Por otro lado la trehalosa disminuye la muerte inducida por isoflurano de 
manera significativa en los ratones APPswe, confirmando su papel protector 
frente a la toxicidad por acumulación de proteínas anómalas, y revirtiendo la 
muerte hasta niveles basales; con una ingesta de trehalosa a baja 
concentración (1%), pretratados durante 1 semana y otra más durante las 
exposiciones a un agente potenciador de la toxicidad, el isoflurano. 
 
Figura 37. Análisis de la muerte por apoptosis en corteza e hipocampo de los ratones APP y WT 
con tratamiento agudo de isoflurano y pretratamiento con trehalosa como neuroprotector. (A) 
Microfotografía de una célula TUNEL+ en corteza. (B) Contaje de células TUNEL+ en corteza e 
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hipocampo. (C) WB representativo y cuantificación del ratio Bax / Bcl2 en todos los grupos de 
experimentación. 
 
 
3.3 Gliosis en APP tras exposición aguda a isoflurano y reversión por 
tratamiento con trehalosa 
 Ya hemos visto en la figura 31 la reacción de la astroglía ante el 
tratamiento crónico con isoflurano. En el se producía un aumento en WT con 
anestesia y una disminución en APPswe. Este efecto se produce tras un 
tratamiento del 2% durante 3 meses de manera continuada, no obstante era 
importante saber qué reacción tendría la astroglía en tratamientos más cortos. 
 
Para ello realizamos una triple tinción con GFAP, Tau y Hoescht en los 
animales que recibieron tratamiento agudo con isoflurano, y con trehalosa 
(Figura 38A). Como se puede observar en la cuantificación en IODs la reacción 
de WT se mantiene, y aumenta la expresión de la astroglía. En ratones APPswe 
que recibieron tratamiento con isoflurano, durante 90 minutos x 3 veces a la 
semana, se observa un aumento de inmunotinción con GFAP. En ratones 
APPswe observamos un aumento aún mayor con el tratamiento, en el caso de 
isoflurano agudo al 1% durante una semana, la reacción astroglial no se ha 
visto saturada por la exposición continua durante un largo periodo de tiempo 
(Figura 31). Esta técnica también nos permitió ver expresión de astroglía 
rodeando acúmulos tau positivos (Figura 38B), sobre todo en los ratones 
APPswe sometidos a isoflurano, con mayor expresión de GFAP. 
 
Además se observa como la administración de trehalosa revierte 
significativamente en ambos grupos, WT y APP, el incremento de astrogliosis 
inducido por el isoflurano. 
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Figura 38. Valoración de astroglía (GFAP positivo) en WT y APP con tratamiento agudo de 
isoflurano y neuroprotección con trehalosa. (A) Micrografías representativas de los 6 grupos 
experimentales con GFAP (verde), Hoescht (azul) y Tau (rojo) y cuantificación de GFAP mediante IODs 
en hipocampo. (B) Microfotografía de un APP con isoflurano, detalle de astroglía rodeando un acumulo 
tau positivo. La astrogliosis aumenta significativamente en ambos grupos con tratamiento agudo de 
isoflurano y disminuye en los grupos tratados con trehalosa. Los valores se expresan como la media ± 
SEM n = 8-10 de cada grupo experimental. Análisis estadístico realizado mediante una ANOVA de una 
vía seguido de test “Newman-Keuls”, *p< 0.05 vs grupos control (WT ó APP); +p< 0.05, +++p< 0.001 APP 
vs WT; ∆∆p< 0.01, ∆∆∆p< 0.001 trehalosa+isoflurano vs isoflurano. 
 
 
Esta expresión de GFAP se confirmó también mediante WB usando el 
anticuerpo anti-GFAP (Figura 39). La reducción de astroglía es patente en 
ambas técnicas, por tanto parece que la trehalosa baja el nivel de gliosis, y por 
tanto disminuye la inflamación producida ante la aplicación de la anestesia. 
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Figura 39. Expresión de GFAP corregido por β-actina en animales controles, con tratamiento 
agudo de isoflurano y pretratados con trehalosa. Los valores se expresan como la media ± SEM n = 
5-8. Análisis estadístico realizado mediante una ANOVA de una vía seguido de test “Newman-Keuls”: *p< 
0.05 vs grupos control (WT ó APP); +p< 0.05 APP vs WT; ∆∆p< 0.01 trehalosa+isoflurano vs isoflurano. 
 
 
3.4 Chaperona HSP70 y co-chaperona CHIP en isoflurano agudo y 
tratamiento con trehalosa. 
Anteriormente hemos mencionado que la chaperona HSP70 aumenta 
por efecto del isoflurano en animales sometidos a anestesia durante 3 meses 
(Figura 34A).  
Tras la aplicación aguda, durante una semana de isoflurano, por el 
contrario, la HSP70 aumenta en los dos grupos, WT y APPswe. El co-
tratamiento con la trehalosa normaliza los niveles de HSP70 en WT pero 
potencia la elevación inducida por isoflurano en los APPswe (Figura 40A). La 
toxicidad diferencial que muestran los APP, mayor sensibilidad frente a 
anestesia general, frente a los WT, mayor resistencia, podría explicar estas 
diferencias.  
 
Los niveles de CHIP no varian con la aplicación de la anestesia ni con el 
tratamiento con trehalosa en los WT. No obstante sí se ve un aumento de la 
expresión de CHIP de los ratones APPswe ante la anestesia, y esta reacción 
aumenta aún más con la anestesia y la trehalosa (Figura 40B). Esta reacción 
diferencial entre los genotipos WT y APPswe en CHIP, junto con los datos de 
HSP70 sugiere una respuesta diferente en los ratones APPswe frente a WT.  
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Figura 40. Expresión de chaperona Hsp70 y CHIP. (A) Expresión y cuantificación de la chaperona 
HSP70, aumenta en los grupos isoflurano, WT y APP, pero con la trehalosa disminuye en WT y aumenta 
en APP. (B) WB representativo e histograma de la co-chaperona CHIP, hay un aumento en APP, con 
anestesia y mayor aún sumando la trehalosa. Los valores se expresan como la media ± SEM (Figura A: n 
= 10-17; Figura B: n = 7-10). Análisis estadístico realizado mediante una ANOVA de una vía seguido de 
test “Newman-Keuls”. *p<0.05, ***p<0.001 vs Control; +p<0.05, +++p<0.001 APP vs WT. 
 
3.5 Marcadores de autofagia en tratamiento agudo con isoflurano y 
pretratamiento con trehalosa 
En la figura 35 hemos visto como la respuesta autofágica a la anestesia 
ya no reacciona frente al tratamiento crónico en los ratones APPswe mientras 
que dicha reacción se mantiene en WT, visto con un marcador indirecto, p62 y 
uno directo como LC3. Por lo tanto era interesante observar el estado de la 
autofagia tras el tratamiento agudo de anestesia. 
 
El tratamiento con isoflurano durante una semana no cambia los niveles 
de LC3II / LC3I (Figura 41A) aunque si los de Beclina-1 en los ratones WT 
(Figura 41B). En los ratones APPswe el isoflurano eleva ambos parámetros con 
diferencias que estan en el límite de la significación. El pre-tratamiento con 
trehalosa potencia el efecto del isoflurano sobre ambos parámetros de 
autofagia en WT y en los APPswe.  
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Figura 41. Marcadores directos de autofagia: cociente LC3II/LC3I y Beclina. (A) Imagen de WB 
representativo de LC3, bandas I y II, representación de cociente LC3II/LC3I. (B) Beclina corregida por β-
actina en los 6 grupos de análisis, representa otro marcador de autofagia. Ambos marcadores muestran 
un aumento sinérgico, tanto por la exposición a Isoflurano agudo como por el tratamiento con trehalosa. 
La trehalosa es un activador de la actividad autofágica, existe un aumento de la autofagia muy 
exacerbado en los grupos con anestesia y trehalosa. Los valores se expresan como la media ± SEM (n = 
10-17 en ambas figuras). Análisis estadístico realizado mediante una ANOVA de una vía seguido de test 
“Newman-Keuls”. *p<0.05, ***p<0.001 vs respectivo control; ++p<0.01, +++p<0.001 APP vs WT; 
∆∆p<0.01, ∆∆∆p<0.001 trehalosa+isoflurano vs isoflurano. 
 
3.6 Efecto del tratamiento con isoflurano agudo y trehalosa en la 
acumulación de β-amiloide 
En el tratamiento “crónico” observamos que no había diferencias en  la 
proteína tau por WB (Figura 32), ni en placas de β-amiloide, ni en fracciones 
soluble y total por ELISA, pero sí una mayor acumulación de agregados Aβ 
(Figura 33). 
En el tratamiento agudo observamos resultados parecidos, persisten las 
diferencias entre grupos APPswe y WT en presencia de placas, APPswe tiene 
una gran presencia mientras que WT prácticamente inexistentes (Figura 42A). 
En los análisis de las fracciones soluble (PBS + inhibidores) y total (fracción 
con guanidina) por ELISA (Figura 42B) se obtuvieron las diferencias esperadas 
intergrupos WT vs APP, pero no se observaron cambios por los tratamientos 
(isoflurano agudo y trehalosa). 
No obstante, sí que se repitieron los cambios en la expresión de 
proteínas Aβ en WB. Con el anticuerpo específico contra fracciones Aβ (Figura 
42C) a 20KDa se observaron, no solo diferencias entre basales de WT y 
APPswe, sino un aumento por la exposición a isoflurano solo en los ratones 
APPswe y una reversión significativa con el pre-tratamiento de trehalosa en APP 
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(Figura 42C). Esta disminución con la aplicación de trehalosa se repitió a 
40KDa utilizando el mismo anticuerpo (Figura 42E). 
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3.7 Patología tau tras exposición a isoflurano y pre-tratamiento con 
trehalosa 
 La exposición a isoflurano duante una semana aumenta la acumulación 
de tau, en lugares como hipocampo y corteza (Cuerno de Amón, figura 43A). 
Además, el número de ovillos en la totalidad del Cuerno de Amón aumenta el 
número de placas en APPswe con exposición aguda a isoflurano. El pre-
tratamiento con trehalosa revierte este fenomeno (Figura 43B). 
 
La hiperfosforilación de tau se asocia a la acumulación de ovillos 
neurofibrilares y aumento de la toxicidad. El tratamiento con isoflurano aumenta 
este fenomeno y el tratamiento con trehalosa restituye los niveles controles 
(Figua 43C).  
 
 
 
Figura 43. La trehalosa disminuye la patología tau en los ratones APP con tratamiento agudo de 
isoflurano. (A) Micrografía contrastada del cuerno de Amón, de un ratón APP con isoflurano marcado 
con anti-tau-5. Acumulaciones de tau señaladas en la imagen con flechas y cuantificadas en el cuerno de 
Amón (B). (C) Western blot y e histograma de tau fosforilada usando anti-p-tau (fosfo serina 199 + serina 
202). Anticuerpo utilizado en la fracción total (tratada con guanidina). En ambas técnicas se confirma un 
aumento en el depósito y fosforilación de tau con el tratamiento de anestesia en los APPswe, y una 
reversión de dicho efecto con la administración de trehalosa. Los valores de los WB son la media 
representativa de n = 12 animales. Análisis estadístico realizado mediante una ANOVA de una vía 
seguido de test “Newman-Keuls”. **p<0.01, ***p<0.001 vs grupos control (WT o APP); ++p< 0.01, +++p< 
0.001 APP vs sus corresponsientes WT; ∆p<0.05, ∆∆p< 0.01 Trehal+isof vs isoflurano. 
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La historia nos enseña que la mayoría de los avances que han permitido 
controlar enfermedades mortíferas a lo largo de la historia no han caido del 
cielo ni han sido revelados a los hombres por intervención divina, ni siquiera, 
mal que nos pese, por descubrimientos científicos generados en los 
laboratorios mas excelentes por los hombres mas distinguidos.  
Al contrario, el hecho de que la prevalencia de la tuberculosis en Nueva 
York disminuyera mas entre 1930 y 1950, cuando mejoraron las condiciones de 
vida, que entre 1950 y 1970, cuando se descubrió la estreptomicina; o el hecho 
de que las enfermedades cardio- y cerebro-vasculares disminuyeran mas en 
occidente como fruto del abandono del sedentarismo por encarecimiento del 
precio del petroleo que por el uso de estatinas, y otras paradojas que 
podríamos citar, nos llevan a concluir que si queremos progresar en el control 
de enfermedades tan terribles y prevalentes como la enfermedad de Alzheimer 
deberemos investigar los elementos que la modifican, tanto desde el punto de 
vista genético como ambiental, y sacar ventaja de la manipulación de estos 
elementos modificadores. 
 
Esta tesis es fruto de ese intento de descubrir elementos genéticos y 
factores de riesgo adquiridos que pueden modular la patología Alzheimer en 
modelos transgénicos y aprovechar esos elementos para disminuir esa 
patología.  
 
En esencia, lo que hemos descubierto es que, en contra a lo previsto, la 
anulación de parkina, una proteina que interviene en el procesamiento de 
proteínas alteradas, disminuye la patología Alzheimer en ratones transgénicos 
que expresan rasgos de esta enfermedad y que eso ocurre porque la 
deficiencia de activación de la vía ubiquitina proteosomal produce una 
estimulación de otro mecanismo alternativo de eliminación de proteínas 
anómalas, la autofagia. En segundo lugar hemos investigado el efecto de un 
agente que, según muchos estudios epidemiológicos, aumenta el riesgo de EA, 
la anestesia, y hemos demostrado que ese procedimiento, aumenta la 
mortalidad, las alteraciones cognitivas y la patología Alzheimer. Por último, 
hemos utilizado el modelo de la anestesia para demostrar que la activación 
farmacologica de la autofagia podría contrarrestar la patología. 
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I. ANULACIÓN PARCIAL Y TOTAL DE PARKINA EN UN 
MODELO DE ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 
 
 
Debido a la agregación anómala de proteínas en las enfermedades 
neurodegenerativas, la posibilidad de elementos patogénicos comunes entre 
EA y EP ha sido y es objeto de estudio. De hecho, la EA y EP son 
enfermedades asociadas directamente con el envejecimiento, y el 
envejecimiento favorece la sobreproducción y formación de agregados 
proteicos que se ven en ambas enfermedades (Burns y cols., 2009). En el 
centro de los sistemas de degradación de estas proteínas esta la autofagia, las 
chaperonas moleculares (Boland y cols., 2008; Oddo y cols., 2008) y el UPS, 
un sistema directamente ligado a la patología Parkinson mediante, por ejemplo, 
la proteína parkina y su función de marcaje mediante ubiquitinización de 
proteínas para su degradación vía proteosoma (Favit y cols., 2000; Ardley y 
Robinson, 2004; Layfield y Shaw, 2007). Por otro lado, en la EA se considera 
clave la acumulación de una proteína, la APP (proteína precursora del β-
amiloide), en fragmentos de Aβ que se depositan en forma de placas, a medida 
que la enfermedad progresa. 
 
Hemos considerado interesante investigar el efecto que supondría la 
reducción de la actividad del proteosoma mediante la anulación de parkina, una 
E3-ubiquitin ligasa, en un sistema (APPswe) que además sobreexpresa un 
exceso de acumulación de proteínas mal conformadas. Habíamos visto 
previamente que la anulación de parkina en un modelo de taupatía (tauvlw) 
inducía la acumulación de amiloide, punto clave en la EA (Rodriguez-Navarro y 
cols., 2008), teniendo en cuenta estos resultados parecía lógico esperar un 
agravamiento de la patología Alzheimer en un modelo de ratón transgénico 
ante la misma anulación de parkina, parcial o total. Para ello cruzamos ratones 
APPswe (Tg2576) con PK-KO hasta obtener dos líneas de ratones dobles 
mutantes: una de ellas con anulación parcial de parkina: APPswe/PK+/- y otra 
con la anulación total de la misma, APPswe/PK-/-. Para nuestra sorpresa los 
resultados divergieron totalmente de los esperados, la anulación del gen Park-2 
en este modelo de EA no solo no agrava la patología sino que mejora los 
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síntomas en conducta y bioquímica en los dobles mutantes, además de reducir 
la agregación de las placas de β-amiloide en estos ratones. 
 
Anulación parcial de parkina en APPswe 
Los ratones APPswe tienen una pérdida de peso respecto de los 
controles WT (Hsiao y cols., 1996) pero curiosamente la hemizigosis de la 
proteína parkina produce una recuperación del peso a valores cercanos a los 
controles, tanto PK+/- como WT, además de una mejora en las deficiencias 
observadas en los APPswe en el laberinto en Y. La supresión parcial de parkina 
disminuye el ratio de proteínas pro (Bax) y anti-apoptoticas (Bcl2) y la gliosis, 
reduce el número de placas en córtex e hipocampo y la acumulación de la 
proteína tau a los 12 y 16 meses de edad. Los mecanismos por los cuales se 
producen estos efectos pueden incluir la sobre-expresión de chaperonas, como 
HSP-70 y CHIP que apoyarían el correcto plegamiento de las proteínas, así 
como, la sustitución de la función de la parkina con CHIP como E3-ubiquitin 
ligasa (Murata y cols., 2001; Magrane y cols., 2004; Shin y cols., 2005). 
Además de un aumento de la autofagia como compensación a una menor 
actividad del UPS, a traves de la activación de las proteínas LC3 y Beclina y la 
disminución del sustrato p62 (Geetha y Varalakshmi, 2001; Kuusisto y cols., 
2002; Tanida y cols., 2005; Mizushima y Kuma, 2008; Pickford y cols., 2008). 
 
Anulación total de la parkina 
 Una vez comprobado, en machos y hembras, que la anulación parcial 
provocaba mejoras en la patología de EA, se realizaron cruces para obtener 
animales homozigotos y poder estudiar el efecto de la ausencia total de la 
parkina, esperando quizá una saturación, ahora sí, de los sistemas de 
degradación y un mayor acumulo de proteínas anómalas. No obstante, una vez 
mas, los resultados mostraron en los ratones dobles transgénicos APPswe/PK 
nulos para parkina, unas mejorías de la patología APP similares o superiores a 
las halladas con el grupo heterozigoto: mejora del comportamiento en estudios 
de conducta, en patología β-amiloide, en niveles de chaperonas y co-
chaperonas y en marcadores de autofagia. Se halló una excepción en la 
longitud de la zancada, donde la patología “parkina” (anulación total de parkina) 
produce una reducción de la misma, considerada una akinesia presintomática 
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(Rodriguez-Navarro y cols., 2007), es decir, un signo de parkinsonismo 
subclínico característico de los ratones nulos para parkina. 
 
Además de la recuperación del peso en los dobles mutantes las pruebas 
de comportamiento de las líneas de ratones aportaron datos muy interesantes. 
Uno de los efectos que se producen en la EP es lo que se llama “marcha 
propulsiva”, en el que los pacientes tienden a acortar las zancada como 
mecanismo de equilibrio en su desplazamiento 
(http://www.diagnostico.com/CNS/Parkinson_3.stm). Con la intención de valorar 
el estado de los ratones en el fenotipo parkinsoniano se analizó en todas las 
líneas, y se observó como aquellas en las que la proteína parkina esta anulada 
totalmente esta disminución se mantenía (APPswe/PK-/- y PK-/-) pero no en la 
anulación parcial. Esto se podría explicar por la liberación anormal de 
neurotransmisor dopamina; en los PK-/- dicha liberación podría ser vesicular y 
menor que en los PK+/-, donde podría haber una mayor reserva ó producción 
de neurotransmisor almacenado en el citosol (Itier y cols., 2003). 
También son interesantes los resultados del laberinto en Y. La 
exploración de nuevos ambientes implica una enorme variedad de estructuras: 
hipocampo, tálamo, el córtex prefrontal, estriado, cerebelo y el sistema 
vestibular, además implica variedad de neurotransmisores como acetilcolina y 
dopamina. Por ello, se considera que la alteración espontánea en las 
exploraciones de laberinto, es un test sensible a los procesos patológicos del 
envejecimiento e índice de la memoria en trabajo (Lalonde, 2002; Jensen y 
cols., 2005; Mouri y cols., 2007). En nuestro modelo experimental observamos 
resultados de reducción en la actividad exploratoria en los ratones transgénicos 
(APPswe, PK y APPswe/PK), otros esperados como la reducción en el % de 
alteraciones espontáneas de los ratones APPswe (Hsiao y cols., 1996; Chapman 
y cols., 1999), también dicha reducción desaparece en los ratones 
APPswe/PK+/- y APPswe/PK-/-. Esta claro que los ratones transgénicos (APPswe, 
PK y APPswe/PK) sufren algún tipo de alteración en su método de exploración y 
memoria en trabajo, no obstante los dobles transgénicos, APPswe/PK+/- y 
APPswe/PK-/-, muestran una mejor elección de sus exploraciones, mostrando 
pues una mejora de la patología (Perucho y cols. 2010). 
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La parkina y la amiloidogénesis 
A pesar de que la acumulación de proteínas y la formación de placas y 
ovillos neurofibrilares siguen siendo centrales de la patología EA, los 
mecanismos celulares que se ven envueltos en esta acumulación de proteínas 
no se conocen plenamente (Bettens y cols., 2010; Simon y cols., 2010). 
Además, los déficits cognitivos no muestran relación directa con la carga de 
amiloide ni del número de placas seniles. Los factores comunes en las 
enfermedades neurodegenerativas son: la edad (Gruart y cols., 2008), la carga 
de tau (Avila, 2010) y la posible relación entre las proteínas Aβ y tau (Lewczuk 
y cols., 2004; Menendez y cols., 2006; Rodriguez-Navarro y cols., 2008; 
Hernandez y cols., 2010; Rodriguez-Navarro y cols., 2010). 
 
La parkina es una proteína con capacidad ubiquitin-ligasa (Kitada y cols., 
1998; Shimura y cols., 2000) y juega un papel en muchos oros procesos 
celulares importantes y en la estabilidad de las proteínas (Ciechanover y 
Brundin, 2003; Giasson y Lee, 2003; Moore y cols., 2003). En su papel de 
ubiquitin-ligasa, la parkina marcaría mediante adicción de ubiquitina a las 
proteínas mal conformadas para la degradación vía proteosoma. Se ha visto 
como ratones transgénicos para FAP (polineuropatología amiloidotica familiar), 
al disminuir los niveles de ubiquitinización, aumentan los acúmulos de α-
sinucleína en comparación con ratones controles (Santos y cols., 2007). La 
parkina se ha implicado en promover la autofagia de las mitocondrias ante un 
funcionamiento deficiente (Narendra y cols., 2008), en neuroprotección contra 
toxinas mitocondriales y en la acumulación de β-amiloide en células 
musculares (Rosen y cols., 2006). El proteosoma esta implicado en la 
degradación de los fragmentos terminales de Aβ (Skovronsky y cols., 2000; 
Nunan y cols., 2001; Nunan y cols., 2003), por lo que se considera que 
cualquier acción que estimule la función proteosomal, como la parkina, 
reduciría la acumulación de β-amiloide. No obstante también se han obtenido 
otros resultados, por ejemplo el bloqueo total del UPS con lactacisteina ó 
mediante la inhibición de la ubiquitinización con Leucina-Alanina, previene de la 
toxicidad por amiloide en células neuronales corticales (Favit y cols., 2000). 
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En la EA y EP el envejecimiento es probablemente el factor más decisivo 
y afecta a la función proteosomal y reduce la respuesta frente a estímulos y 
estrés oxidativo (Bulteau y cols., 2000; Keller y cols., 2000; Merker y cols., 
2000). Este hecho indicaría que con el envejecimiento se produciría un 
aumento progresivo de la acumulación de amiloide debido a la reducción de la 
ubiquitinización, por lo que podemos asumir que la presencia de placas de 
amiloide y los aumentos de la fracción soluble, considerada tóxica, es 
dependiente de la edad. 
 
En los ratones APPswe mutantes la sobrexpresión de la proteína 
precursora hace que la acumulación se de principalmente en estos, pero en los 
dobles mutantes APPswe/PK hetero y homozigotos hemos observado una 
menor acumulación de placas, además de una reducción de la cantidad de Aβ 
soluble en comparación con los APPswe. Esta diferencia no es debida a 
diferentes niveles de expresión del inserto APP, ni a la cantidad de proteína Aβ 
presente. Estos efectos podrían ser relevantes en las mejoras de peso y 
pruebas de conducta orientadas a discernir efectos sobre la memoria de 
trabajo, donde se obtienen mejoras en el rendimiento frente a los APPswe. 
Además, considerando el papel del UPS los ratones APPswe/PK-/- recuperan 
niveles de controles WT en actividades quimiotripsina y tripsina del 
proteosoma, mientras que los APPswe muestran estos niveles disminuidos 
(Favit y cols., 2000; Forloni y cols., 2002). 
 
Muerte celular y patología tau 
Los ratones APPswe, como modelo de EA, muestran niveles 
incrementados del cociente de proteínas pro / anti-apoptóticas (Bax/Bcl2), 
además de niveles aumentados de gliosis, de acúmulos y expresión de la 
proteína tau y su fosforilación frente a ratones WT. No obstante los dobles 
mutantes APP/PK tanto hetero como homozigoto normalizan los niveles de 
muerte celular en cortex e hipocampo, cociente Bax/Bcl2 y de gliosis (Perucho 
y cols. 2010). En la EA se relaciona directamente el aumento de Aβ con la 
posterior fosforilación de tau, lo que impide la unión correcta de tau a los 
microtúbulos y facilita su acumulación (Avila y cols., 2004a; Avila y cols., 
2004b; Perez y Palmiter, 2005).  
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La teoría de la cascada de amiloidosis considera el depósito de Aβ 
previa a la acumulación de tau, en la muerte neuronal y la perdida sináptica 
(LeBlanc, 2005; Golde y cols., 2006); la activación de caspasas podría ser la 
unión entre estos tres eventos. Además, se ha comprobado como una familia 
de proteínas con capacidad anti-apoptótica como Bcl-2 previene la 
acumulación de tau vía inactivación de las caspasas 3 y 9, en un modelo 
transgenico triple de EA (3xTg-AD) sobrexpresando Bcl-2 (Rohn y cols., 2008). 
En nuestro modelo experimental observamos como no solamente se da un 
aumento de las proteínas pro-apoptóticas (Bax) en el modelo de APPswe sino 
que en los dobles mutantes APPswe/PK homo y hetero aumenta el Bcl-2 y 
disminuye por tanto el cociente pro/anti apoptosis. No obstante, no se puede 
contemplar un aumento de la expresión de la familia Bcl-2 como tratamiento a 
la toxicidad en este tipo de enfermedades por sí solo, ya que se han visto otros 
papeles de esta familia, y no se puede eliminar la apoptosis de manera general 
ya que entrañaría riesgos y podría originar tumores o efectos secundarios 
desconocidos (Rohn y cols., 2008). No se puede basar la recuperación de 
APP/PK solo en Bcl-2, también juegan un papel importante el bloqueo o 
reducción de la acumulación de amiloide, posiblemente vía HSP70, CHIP y el 
aumento de autofagia, apoyarían la reducción de la patología (Oddo y cols., 
2008; Cherra y cols., 2010; Moreira y cols., 2010). 
 
Se considera que existe una relación más directa de la patología tau con 
la neurodegeneración en los pacientes de EA. Varios trabajos in vivo apoyan el 
papel del amiloide como precursor ó iniciador de la acumulación de tau. Se ha 
visto que la inyección de amiloide en el cerebro de animales trangénicos en tau 
(P301L) y dobles mutantes APP y tau (Tg2576 y JNPL3) ven exacerbada su 
taupatía por acción de la proteína amiloide (Gotz y cols., 2001; Lewis y cols., 
2001). También se produce una reducción de los niveles de la proteína tau, al 
utilizar anticuerpos específicos contra el fragmento β-amiloide (Oddo y cols., 
2004), además, las fracciones solubles de Aβ y tau forman complejos que 
promueven la autoagregación de ambas proteínas (Guo y cols., 2006). En 
algunos estudios in vivo la relación entre ambas proteínas no tiene duda, auque 
sus influencias entre ellas se mantiene en controversia. En un modelo murino 
transgénico de Aβ el aumento genético de tau (3xTg-AD) no produce variación 
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en la patología de Aβ (Oddo y cols., 2006; Oddo y cols., 2007), pero reducir la 
cantidad de tau endógena sí disminuye los déficits cognitivos en un modelo de 
EA (Roberson y cols., 2007).  
 
Además de la relación entre estas proteínas también se ha visto como la 
α-sinucleína (proteína de acumulación en EP) también induce la formación de 
fibrillas de tau y ambas aumentan de manera sinérgica la aparición de 
patología amiloide (Giasson y cols., 2003). En nuestro laboratorio también 
hemos estudiado como en un modelo de taupatía junto con la anulación total 
de la proteína parkina (PK-/- / Tauvlw), manifiesta un aumento de la acumulación 
de β-amiloide sin la intervención directa de genes o proteínas relacionadas con 
APP o Aβ (Rodriguez-Navarro y cols., 2008; Mena y cols., 2009). 
 
Considerando la directa relación descrita de taupatía y EA, en nuestros 
resultados encontramos que el aumento del deposito de tau en ratones APPswe 
versus WT es revertido en los dobles mutantes APPswe/PK. Además 
observamos unos menores niveles de proteína tau total y tau fosforilada en los 
dobles mutantes APPswe/PK+/- frente a APPswe y WT. Se confirma por tanto que 
la reducción en patología Aβ y tau conseguida en estos ratones, repercute en 
una reducción en la muerte neuronal, reducción de la gliosis y de la agregación 
final de ambas proteínas (Perucho y cols., 2010).  
 
La gliosis y la influencia de la parkina en la patología de EA 
La neuroinflamación es un fenómeno al que cada día se le da más 
importancia en la EA. Por la acumulación de Aβ se considera que hay una 
respuesta caracterizada por microglía activada y astrocitos reactivos. La 
acumulación temprana de la microglía parece retrasar la patología de la EA 
(Simard y Rivest, 2006a), pero mientras progresa la enfermedad, la microglía 
se acumula de manera paralela a la enfermedad, (Dickson, 1999; Mott y 
Hulette, 2005) y pierde su capacidad neuroprotectora pero mantiene la 
capacidad de liberación de moléculas inflamatorias. Las citoquinas segregadas 
además de disminuir la acción de degradación del Aβ, TNF-α e interferón-γ 
aumentan la expresión de BACE1, enzima de corte de APP, aumentando la 
producción de fragmentos de Aβ (Liao y Wang, 2004; Yamamoto y cols., 2007). 
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Esta permutación se hipotetiza que puede ser por un cambio de la reacción de 
la glía frente a la agresión que produce el Aβ. A tiempos tempranos y por 
expresión de IL-4 (Iribarren y cols., 2005; Ponomarev y cols., 2007) en la 
astroglía, la microglía presentaría una forma “alternativa” que no expresaría 
factores inflamatorios y sí “alternativos” (YM-1 y Arg-1) potenciando la 
neuroprotección (Edwards 2006). Este fenotipo se mantendría en las células 
que están en contacto directo con las placas, pero coexistiría en etapas tardías 
y avanzadas con el fenotipo “clásico” de la microglía donde sí se expresan los 
factores neuroinflamatorios. 
 
En nuestro modelo experimental, se observa una reacción de GFAP, 
astroglía reactiva, mayor en los ratones APPswe frente a controles WT y vemos 
una reducción de la expresión tanto en inmunohistoquímica como en Western 
Blot en los dobles mutantes APPswe/PK+/-. Dicho aumento en APPswe puede ser 
interpretado de maneras distintas:  
1) Podríamos considerar que los 12 meses de edad de los ratones aún 
no es una etapa de senilidad avanzada, aparecen las placas de amiloide, 
aunque con diferente carga en los ratones APPswe, y que por ello la reacción de 
la astroglía significaría mayor reacción de neuroprotección, activando la forma 
“alternativa” de la microglía mediante IL-4, frente a una agresión vía Aβ. En 
este caso consideraríamos que dicha agresión se ve claramente reducida en 
los dobles mutantes, es decir que concordaría con los datos aportados de 
menor número de placas y de amiloide soluble vistos en estos ratones, al tener 
menos respuesta deducimos una menor agresión en los dobles APPswe/PK. 
2) Si pensamos en los 12 meses como un estado de senilidad avanzada 
en estos ratones, y por tanto de mayor respuesta “clásica” de la microglía, la 
reacción astroglial podría reflejar un estado de neuroinflamación mayor en los 
APPswe (mayores niveles de GFAP) que en los dobles mutantes APPswe/PK+/-, 
lo que conllevaría a una menor toxicidad en APPswe/PK+/-. 
 
Considerando los datos obtenidos sobre la acción de la anulación parcial 
de parkina en ratones APPswe ambas interpretaciones nos ofrecen la misma 
conclusión, la anulación parcial de la parkina induce:  
“Factores modificadores de la enfermedad de Alzheimer”, DISCUSIÓN 
 
143 
1) Una reducción de la toxicidad del amiloide (menor número de placas y 
de amiloide soluble) y por tanto una menor agresión en los dobles mutantes por 
una menor reacción de la glía alternativa y un estado de menor toxicidad en los 
APPswe/PK (tanto homo como hetero).  
2) O una menor toxicidad por una menor neuroinflamación por reducción 
de la reacción glial clásica. Las dos posiblidades cuadran con la menor muerte 
en los dobles mutantes y la reacción antes mencionada de sistemas de 
compensación en chaperonas y autofagia. 
 
 
Mecanismos de compensación ante la deficiencia de parkina 
Todos los datos apuntan a una patología EA multifactorial, en nuestro 
caso la mejoría de los ratones dobles mutantes tiene que tener más factores 
que una compensación en la actividad del UPS. Encontramos que los ratones 
APPswe/PK tienen mayores niveles de HSP70, CHIP, Beclina y cociente 
LC3II/LC3I, así como menores niveles de p62  como sustrato de autofagia, que 
los ratones APPswe, sugiriendo una sobrexpresión de chaperonas, co-
chaperonas y la actuación de la autofagia en los dobles mutantes, que podrían 
compensar el fenotipo APPswe.  
 
CHIP es una E3-ubiquitin ligasa que además de actuar como parkina, 
apoyando la degradación vía proteosoma, actúa en conjunto de HSP70 
interaccionando con el amiloide e influyendo sobre su metabolismo (Murata y 
cols., 2001; Sahara y cols., 2005; Shin y cols., 2005; Kumar y cols., 2007). 
CHIP facilita la eliminación del Aβ (1-42) y protege contra su toxicidad (Kumar y 
cols., 2007). De hecho el acrónimo CHIP proviene de su relación con las HSPs: 
“Proteína de Interacción con Hsp en fragmento C-terminal”. CHIP no solo 
aumenta la expresión de HSP70 durante el estrés agudo sino que también lo 
regula en la recuperación del mismo hasta niveles basales de la chaperona 
(Qian y cols., 2006). Además se ha demostrado una relación inversamente 
proporcional a HSP70 y la agregación de tau (Ansar y cols., 2007; Rodriguez-
Navarro y cols., 2007) probándose a CHIP como una llave molecular entre el 
Aβ y la patología tau (Oddo y cols., 2008). Además se ha observado 
previamente como la inhibición del sistema de ubiquitinización implica un 
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aumento de CHIP y HSP70 (Kumar y cols., 2007) y la doble acción de CHIP 
como E-3 ubiquitin ligasa y co-chaperona interactuando con HSP70 disminuye 
la acumulación de Aβ y tau fosforilada (Hatakeyama y cols., 2004b; Petrucelli y 
cols., 2004; Sahara y cols., 2005; Kumar y cols., 2007). 
 
Figura 44. Esquema de la doble función de CHIP en la degradación de APP y Aβ en citoplasma. 
CHIP actúa como co-chaperona con HSP-70 en el correcto plegamiento de la proteína mal conformada 
APP (parte superior, azul). CHIP no obstante también puede interactuar como E3-ubiquitin ligasa para 
unir monomeros de ubiquitina para la degradación proteosomal de la APP truncada o irreversible (APPi) ó 
el Aβ soluble.  
 
La interacción entre las proteínas tau y parkina se ha demostrado en 
modelos celulares sobrexpresando ambas proteínas (Shimura y cols., 2004). 
La ubiquitinización de tau in vitro se ha conseguido con el complejo CHIP-
HSP70 pero no con la proteínas parkina (Hatakeyama y cols., 2004a; Petrucelli 
y cols., 2004; Shimura y cols., 2004). Además HSP70 y CHIP regulan la 
actividad E3-ubuquitin ligasa (Imai y cols., 2002) y la falta de parkina agrava el 
fenotipo de un modelo in vivo expresando tau humana (Menendez y cols., 
2006; Rodriguez-Navarro y cols., 2008). Encontramos que CHIP/HSP70, un 
complejo que ubiquitina la tau fosforilada y aumenta la supervivencia celular, 
esta aumentada en los ratones APPswe/PK+/- y APPswe/PK-/-. Como prueba de 
esto el ratio Bax/Bcl2 y el número de células TUNEL+ esta disminuido en los 
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animales dobles transgénicos en comparación con los simples APPswe. HSP70 
también se ha visto que por sí sola tiene acción neuroprotectora en modelos de 
neurodegeneración por amiloide en cultivos primarios neuronales (Magrane y 
cols., 2004). 
CHIP por tanto apoyaría la recuperación de los niveles basales de los 
ratones dobles mutantes supliendo en parte la acción de la parkina como 
ubiquitin ligasa y regulando al alza en estos ratones la actividad de HSP70 
como co-chaperona. 
 
La autofagia es otro de los caminos de degradación como mecanismo de 
defensa frente a proteínas demasiado grandes para su degradación vía UPS, 
además la autofagia juega un papel fundamental en equilibrio inverso con la 
apoptosis celular en situaciones de estrés (Moretti y cols., 2007). Encontramos 
que los APPswe/PK ven aumentado su flujo autofágico en comparación con los 
ratones APPswe; Este aumento se confirma por cuatro marcadores distintos: 
LC3, p62, la Beclina y la proteína autofagosómica Atg-8 (Bergamini y cols., 
2007).  
LC3 se utiliza ampliamente para la monitorización de la autofagia, se 
mide preferentemente el cambio de LC3-I a LC3-II, ya que la forma II se 
relaciona directamente con el número de autofagosomas, aunque hay 
controversia sobre su interpretación (Mizushima y Yoshimori, 2007).  
La Beclina-1 tiene un papel fundamental en la autofagia, regula su 
activación y adquisición de membranas para la formación de los 
autofagosomas (Zeng y cols., 2006), se ve reducida su expresión en las zonas 
afectadas en la EA de forma temprana implicando una reducción de la 
autofagia (Gunawardena y Goldstein, 2001) y su aumento reduce la patología 
Aβ.  
La proteína p62 se considera un sustrato de la autofagia, por ello la 
vemos aumentada en los animales dobles mutantes, también se le atribuyen 
funciones de unión de ubiquitina (Geetha y Wooten, 2002) (Vadlamudi y cols., 
1996) (Alves-Rodrigues y cols., 1998) y se la ha relacionado directamente con 
la patología EA en la formación temprana de los ovillos neurofibrilares 
(Kuusisto y cols., 2002), lo que apoyaría aún más la compensación de la falta 
de parkina en los ratones APPswe/PK. 
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La autofagia requiere de la acción de los microtúbulos para el transporte 
de vesículas (Kovacs y Seglen, 1982; Kochl y cols., 2006). Un motivo por los 
que puede existir una disminución de la respuesta autofágica en los ratones 
APPswe puede ser la degradación de los microtúbulos en este grupo, donde 
hemos visto mayor acumulación de tau (parte constitutiva del citoesqueleto) lo 
que conllevaría a una menor eficiencia en el flujo autofagico. 
 
Nuestros datos sugieren que la anulación total o parcial de la expresión 
de la proteína parkina produce una sobrexpresión de sistemas de 
compensación frente a agresiones orientadas hacia una mayor supervivencia 
celular que reduce la patología observada en los ratones APPswe, modelo de 
EA. La manipulación de estos sistemas de compensación podría ser un 
objetivo interesante como terapia en individuos con predisposición a padecer 
EA. Estos resultados demuestran que la manipulación de la ubiquitinización, la 
expresión de las chaperonas y la reacción autofagica puede contribuir a la 
defensa del estrés celular asociado a la acumulación de β-amiloide. 
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II. LA ANESTESIA CON ISOFLURANO AUMENTA LA 
PATOLOGÍA AMILOIDE EN UN MODELO DE ENFERMEDAD DE 
ALZHEIMER 
 
 
En la segunda parte del estudio se investigó la influencia de la anestesia 
en la patología amiloide en el modelo murino APPswe Tg2576 a una edad 
“presintomática” en patología amiloide para el ratón: 10,5 meses. El modelo 
experimental buscaba emular la situación de acumulo “crónico” de 
exposiciones a anestesia durante 3 meses y un modelo “agudo” (solo 3 dosis 
durante 5 días) en ratones con predisposición a patología de EA, para discernir 
si existía un empeoramiento de la patología fruto de las supuestas 
intervenciones en estos individuos. 
 
En el modelo de exposición crónica se ha encontrado que los ratones 
APPswe tratados con isoflurano tienen aumentada la mortalidad, una respuesta 
más tardía a la recuperación tras la anestesia, reducción en la exploración, 
mayor número de células apoptóticas en el hipocampo y cociente proapoptótico 
Bax/Bcl2. Además la astroglía se vio reducida y aumentada la respuesta 
microglial, mayor acumulo de β-amiloide, una respuesta anormal de las 
chaperonas y reducida la autofagia con la exposición a isoflurano. Muchas de 
estas respuestas están incluidas en la patología de un paciente de EA, por lo 
que podemos asumir que el tratamiento agrava dicha patología y podría 
acelerar los mecanismos moleculares que la producen. 
 
La anestesia y la enfermedad de Alzheimer, evidencia clínica 
Existe un gran interés sobre el papel de la anestesia como un factor de 
riesgo en la patología EA. Varios estudios epidemiológicos ligaron un aumento 
del riesgo de padecer la enfermedad a edades tardías en pacientes expuestos 
a múltiples procesos de cirugía (Bohnen y cols., 1994a; Bohnen y cols., 1994b; 
Moller y cols., 1998; Knopman y cols., 2005; Lee y Gin, 2005; Monk y cols., 
2008). Algunos de estos estudios tienen limitaciones estadísticas, ó la 
posibilidad de enmascaramiento debido a múltiples variables, por ejemplo la 
anestesia cardiovascular podría aumentar el riesgo de EA (Lee y cols., 2005; 
Henon y cols., 2006; Mielke y cols., 2007). Otros factores intraoperatorios, 
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como la hipotermia, en algunos tipos de intervenciones podría activar 
mecanismos relacionados con la EA, como la fosforilación de tau (Planel y 
cols., 2007). Además los anestésicos no son inocuos y modifican varias vías 
patogénicas que podrían producir en última instancia neurodegeneración, como 
la producida por calcio, alterar la señalización de IP3, aumentar la producción y 
agregación posterior de Aβ o la fosforilación de tau (Baranov y cols., 2009). 
 
La evaluación cognitiva de los pacientes tras la anestesia esta basada 
en variables que hacen que la caracterización sea complicada, ya que se 
carece de un marcador de neurotoxicidad para los pacientes. La disfunción 
cognitiva tras una operación es un fenómeno común y mas acusado en 
pacientes de mayor edad que producen respuestas neurofisiológicas y 
psicomotoras mas lentas, demencia, delirio y problemas cognitivos (Moller y 
cols., 1998; Seymour y Severn, 2009; Fodale y cols., 2010). El sistema 
colinérgico esta en el centro de la regulación de la consciencia, la memoria y el 
aprendizaje y su malfuncionamiento podría jugar un papel fundamental en el 
POCD. Concentraciones clínicas de anestésicos inhalatorios actúan además 
sobre la oligomerización del amiloide y pueden producir apoptosis (Gauthier, 
2002; Kar y Quirion, 2004; Bissette, 2009), sobre estos dos mecanismos actúa 
el isoflurano, en un ciclo que llevaría de apoptosis a acumulación de Aβ y esto 
aumentaría a su vez la muerte celular (Xie y cols., 2007) y efectos adversos 
sobre la síntesis de acetílcolina (Kar y Quirion, 2004; Kar y cols., 2004). 
 
Estudios in vitro entre Aβ y la anestesia 
Los estudios clínicos arrastran problemas metodológicos como es la 
imposibilidad de desligar los posibles efectos de la cirugía y la anestesia, y de 
ser situaciones complejas con multitud de variables (Ancelin y cols., 2010). Los 
estudios in vitro a pesar de ofrecer desventajas sí permiten en cambio un 
estudio con un control máximo de las variables del experimento. De estos 
estudios se pueden inferir posibles mecanismos pero no conclusiones 
generales. Los anestésicos inhlalados actúan a nivel de varios mecanismos 
como la aparición de proteínas aberrantes, fallo sináptico y apoptosis celular. 
Su posible relación con la acumulación de proteínas se debe al aumento de 
producción y agregación de péptidos amiloide Aβ y la inducción posterior de la 
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hiperfosforilación y polimerización de la proteína tau (Run y cols., 2009). Se 
considera a los anestésicos como posibles candidatos que afectan la 
solubilidad del β-amiloide, y por esta vía de agregación aumentan su 
patogenicidad, ya que son moléculas de pequeño tamaño y altamente 
liposolubles. 
  
La hipótesis de la disfunción sináptica de la EA establece que el Aβ 
compromete la función sináptica (Tanzi y Bertram, 2005) reduciendo los 
receptores NMDA aumentando su fagocitosis de la superficie de membrana. 
Los anestésicos también actúan a nivel de sinapsis en receptores relacionados 
con EA (NMDA, Ach, GABA-A y Ca++), en mecanismos de comunicación 
celular. La exposición a isoflurano aumenta la neurotransmisión GABAergica y 
es un agonista del glutamato en los receptores NMDA, produciendo mecanismo 
de neurotoxicidad a través de ambos receptores (Kudo y cols., 2001; Hansen y 
cols., 2004). Se considera un factor fundamental el tamaño de la molécula de 
anestésico en la oligomerización, pero se debe tener en cuenta también que 
este proceso es mucho más complejo que en las situaciones in vitro, que son 
condiciones extremadamente simplificadas (Finder y Glockshuber, 2007; 
Mandal y cols., 2010). 
 
En los estudios in vitro es muy importante considerar las 
concentraciones utilizadas en los experimentos, tanto de β-amiloide como de 
anestésicos, que se aproximan a dosis clínicas. La mayor parte de los estudios 
se realizan utilizando fragmentos sintéticos de Aβ (1-40) y Aβ (1-42), pero en la 
naturaleza la longitud se muestra más heterogénea (Shoji y cols., 1992; Wang 
y cols., 1996). Además hay disparidad de resultados, dependiendo de la línea 
celular utilizada, la duración de la exposición y su porcentaje. Dependiendo del 
estudio se ha reportado que los anestésicos protegen contra la apoptosis 
(Kawaguchi y cols., 2005) o que la aumentan (Soriano y Anand, 2005; 
Perouansky, 2008). Aunque se ignoran los mecanismos exactos por los cuales 
se induce la neurotoxicidad, se postula que implica al calcio intracelular, que 
además juega un papel muy importante en la EA (Wei y Xie, 2009; Demuro y 
cols., 2010). Siguiendo esta línea se ha demostrado que los anestésicos 
inhalatorios aumentan la producción y agregación de β-amiloide, aumenta los 
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niveles de caspasa-3, induce apoptosis, eleva la producción de Aβ y aumenta 
los niveles de BACE (Xie y cols., 2006b; Xie y cols., 2007; Zhang y cols., 
2008a; Zhang y cols., 2008b; Dong y cols., 2009). Por tanto se hipotetiza que 
una de las posibles vías para la activación de la apoptosis y la 
neurodegeneración podría ser el aumento de la generación y acumulación de 
Aβ, relacionándose por tanto la proteína “estrella” de la EA con uno de los 
efectos considerados probados en los fármacos anestésicos, especialmente los 
inhalatorios. 
 
Pero estos datos proceden de modelos experimentales in vitro, en 
situaciones muy aisladas y es imposible realizar una extrapolación a lo que 
ocurre en un cerebro humano. Muchos de los datos sobre los efectos tóxicos 
de la anestesia se habían obtenido usando dosis quizá altas, lejos de las dosis 
fisiológicas o clínicas (Eckenhoff y cols., 2004; Xie y Tanzi, 2006; Wei y cols., 
2008; Zhang y cols., 2008b). Se debe tener en cuenta que en algunos estudios 
con células transgénicas humanas H4-APP (que además son células 
indiferenciadas) las mismas dosis de anestesia han obtenido aumentos de la 
apoptosis en estas líneas, pero también en sus respectivos controles (Xie y 
cols., 2008; Zhang y cols., 2008a; Zhen y cols., 2009). Podría existir la 
posibilidad de que la apoptosis inducida por anestesia, también sea 
independiente de las alteraciones de la proteína β-amiloide. 
  
La EA y los anestésicos in vivo 
En nuestro estudio usamos un modelo de EA in vivo mostrando además 
una diferente reacción entre los ratones APPswe (modelo de EA) y los controles 
WT. Los ratones APPswe se mostraron más susceptibles a la toxicidad inducida 
por isoflurano que los WT. Bianchi (Bianchi y cols., 2008) y su grupo 
encontraron en hembras de 12 meses que la exposición a isoflurano producía 
cambios conductuales en los ratones controles WT pero no en los animales 
APPswe, no obstante si hallaron diferencias entre las líneas WT y APP. Por el 
contrario, nuestros datos sugieren que la exposición a isoflurano sí produce 
cambios cognitivos diferenciales en función del genotipo, más sensibles en los 
APPswe que en los controles WT sometidos a anestesia. Estas diferencias se 
pueden explicar por los distintos modelos experimentales. En su caso usaron 
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hembras de 12 meses de edad APP, donde el porcentaje de afectación por la 
patología EA es mayor sin necesidad o posibilidad de ver agravio por el 
tratamiento, lo que podría enmascarar el resultado. Nuestros ratones tenían 
una edad de inicio del tratamiento de 7 meses y de finalización del mismo a los 
10 meses, además el tiempo de acumulación de anestesia es distinto y se 
aplicó de manera distinta: 10 horas (Bianchi) vs 8, y 5 días (Bianchi) vs 3 
meses. Los números de animales y las técnicas utilizadas en la valoración 
cognitiva fueron distintas: laberinto en Y en nuestro caso y laberinto de Morris 
(Bianchi). En nuestro modelo experimental se evaluó también la posibilidad de 
problemas cardiovasculares. En principio la discrepancia de resultados se 
podría explicar considerando que Bianchi y cols encontraron diferencias en los 
WT expuestos a isoflurano de manera similar a nuestros resultados en machos 
WT y APPswe “presintomáticos”. En cualquier caso, ambos estudios señalarían 
que el isoflurano aceleraría la disfunción cognitiva en ratones ya adultos / 
mayores presintomáticos APPswe y controles WT pero no en ratones ya con 
sintomatología tipo EA. 
 
En la actividad exploratoria en el laberinto en Y, los ratones APPswe 
realizan un menor número de exploraciones en 5 minutos que los WT, pero 
además los ratones APPswe sometidos a la anestesia reducen aún más este 
número versus los ratones APPswe controles. Como suma a este posible déficit 
cognitivo se ha visto como los ratones APPswe tienen un despertar, un tiempo 
de “educción” de la anestesia mayor que los animales WT. Estos datos podrían 
estar relacionados con la disfunción cognitiva post operatoria que se observa 
en pacientes tras intervenciones con anestesia, y que solapa muchas 
características con la EA. Nuestros resultados no parecen justificar la apoptosis 
inducida por los procesos anestésicos con la fosforilación de la proteína tau y 
aumento de amiloidogénesis por hipotermia, que puede generar ambas 
reacciones, sino por un procesamiento incorrecto de proteínas debido a la 
anestesia. Encontramos además una expresión de proteínas de respuesta a 
estrés, como HSP70, aumentada por el tratamiento en APPswe pero no en WT. 
Tenemos por tanto una respuesta de mayor estrés en los animales 
transgénicos que en los controles WT, mostrando mayor sensibilidad debido al 
genotipo. 
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El papel de la autofagia en enfermedades neurodegenerativas es clave 
por su implicación en la “limpieza” de proteínas (Cuervo y cols., 2005; Cuervo, 
2006; Rodriguez-Navarro y cols., 2010). En nuestro modelo observamos una 
respuesta diferencial en los marcadores de autofagia tras la anestesia, una 
disminución en APPswe con anestesia mientras que vemos un aumento en la 
reacción de los WT con isoflurano unido también a un aumento de agregados y 
fragmentos de Aβ. Otros resultados importantes son los efectos sinérgicos de 
genotipo y la anestesia en valores de astroglía, donde la reacción en los WT 
frente al tratamiento no se produce en APPswe, y microglía donde por contra 
encontramos sólo un aumento en los transgénicos APPswe con anestesia. En el 
caso de GFAP es posible que ante la “agresión” que supone el isoflurano los 
WT tengan capacidad de reacción mientras que la reacción de APPswe se haya 
visto saturada por quizá, un estado degenerativo sumado a la influencia del 
tratamiento acumulado en el tiempo de exposición. Esta hipótesis se podría 
confirmar con la expresión de la microglía, aumentada, quizá por una mayor 
neuroinflamación en el modelo APPswe tratado con isoflurano. 
 
Considerando los resultados que relacionan la EA y la anestesia en 
estudios epidemilógicos, siendo reforzados con los estudios in vitro, era 
importante realizar estudios in vivo que se aproximen más a la complejidad del 
problema. Estos resultados no deben de dar la idea de que la anestesia es un 
factor de riesgo crítico en la EA. Los datos se han obtenido en un modelo 
experimental que no esta exento de problemas a la hora de trasladar los datos 
a la clínica, pero es necesario para obtener resultados en un periodo razonable 
de tiempo. El modelo experimental representa una aplicación del isoflurano un 
poco mayor que la dosis normalmente aplicada en intervenciones humanas. En 
nuestro caso aplicamos un 2% de isoflurano en un flujo de oxígeno puro, 
normalmente usado en veterinaria e investigación, en clínica el % de isoflurano 
no suele rebasar el 1% (ED50 isoflurano = 1.1%) pero siendo siempre 
acompañado por relajantes musculares y óxido nítrico como vehículo, lo cuál 
reduce su CAM (Miller D, 1994; Barash G, 2001; Torres M, 2001; Hurford E, 
2002). Se han relacionado resultados parecidos con problemas 
cardiovasculares, no obstante no hemos encontrado problemas importantes al 
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monitorizar todos los procesos de anestesia, aparte de una diferencia menor en 
la tasa respiratoria y cardiaca basal entre los ratones WT y APP. 
 
En los pacientes de EA se observan clínicas parecidas a las observadas 
en los pacientes que sufren POCD, aunque en el caso de los últimos suelen ser 
de tiempo variable, de horas a meses, pero transitorias: pérdida de memoria, 
deterioro cognitivo, desorientación, confusión, depresión, ansiedad e insomnio. 
En los pacientes de EA se suele considerar que la perdida progresiva de 
neuronas y las deficiencias en los niveles de acetílcolina correlacionan con la 
gravedad de la enfermedad (Schifilliti y cols., 2010). Podríamos encontrar que 
la actividad sobre la proteína amiloide de la anestesia, y el mecanismo de 
pérdida neuronal al que se atribuye al amiloide el papel de disparador, se 
encuentren relacionadas (Fodale y cols., 2006; Rubio y cols., 2006).  
Otra posible explicación de esta relación se podría encontrar en la teoría 
de la “reserva cognitiva”. Se ha visto que pacientes con historial de accidentes 
cerebro-vasculares asintomáticos en el momento de la operación quedan más 
afectados y son más proclives a padecer POCD (Marcantonio y cols., 1994; 
Monk y cols., 2008). Por lo que si una disfunción cerebral previa es un claro 
factor de riesgo de padecer POCD, podría entenderse que tanto la edad como 
una predisposición genética, que aumentan la posibilidad de sufrir una 
demencia, lo sean también. No obstante se necesita un mayor número de 
estudios básicos y clínicos con un mayor control de las variables para poder 
conocer mejor los mecanismos que subyacen para probar esta hipótesis.  
 
Estos resultados, junto con los ya publicados anteriormente sí deben de 
orientar sobre la importancia de la elección de anestésicos en determinados 
pacientes y situaciones, por ejemplo en pacientes de elevada edad o 
predisposición genética a enfermedades como la EA. 
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III. LA TREHALOSA COMO PROTECCIÓN DE LA PATOLOGÍA 
AMILOIDE INDUCIDA POR ISOFLURANO EN UN MODELO DE 
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 
 
 
En la EA se han intentado numerosas terapias buscando como objetivo 
reducir la producción / acumulación de la proteína β-amiloide, limpiar los 
agregados de la sangre o inhibir el cambio conformacional de Aβ a su forma de 
barril-β, bloqueando de esta manera la oligomerización (LeVine, 2002). Un gran 
número de pequeñas moléculas se han mostrado capaces de inhibir la 
agregación, y entre ellas la trehalosa se había mostrado previamente efectiva 
en la inhibición de la agregación de poliglutaminas (Tanaka y cols., 2004), en la 
disminución de la patología en un modelo de taupatía y parkinsonismo 
(Rodriguez-Navarro y cols., 2010) y también en la agregación del amiloide (Liu 
y cols., 2005b).  
 
En este estudio hemos encontrado que la trehalosa protege del 
agravamiento de la patología amiloide mediante el tratamiento con el 
anestésico isoflurano en un modelo de EA. En los ratones APPswe expuestos a 
tratamientos agudos con isoflurano hemos visto como se produce un aumento 
de las células apoptoticas, mayor respuesta de la astroglia, un mayor número 
de agregados de β-amiloide y respuesta deficiente de las chaperonas 
moleculares y la autofagia. Hemos visto como el tratamiento con trehalosa 1% 
en el agua de bebida una semana antes del inicio de la exposición a la 
anestesia protege del recrudecimiento de los síntomas producidos en los 
ratones APPswe. 
 
Los factores modificadores de la toxicidad por anestesia, tanto genéticos 
como ambientales, tienen una enorme importancia y trascendencia en múltiples 
disciplinas. Además el vínculo que comienza a probarse con varios estudios en 
la actualidad entre la anestesia y el padecimiento de Alzheimer hace que la 
búsqueda de un neuroprotector para reducir este riesgo en una población cada 
vez más envejecida sea fundamental. La anestesia y la cirugía son 
considerados factores de riesgo, basándose sobre todo en estudios in vitro y 
epidemiológicos. La relevancia clínica de algunos estudios in vitro, indicando 
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efectos tóxicos de las neuronas sometidas a anestesia, han sido cuestionados 
por las altas concentraciones de anestésico utilizado, lejos de las 
concentraciones fisiológicas y clínicas de isoflurano (Eckenhoff y cols., 2004; 
Johansson y cols., 2004; Tanzi y Bertram, 2005; Xie y cols., 2006b; Liang y 
cols., 2008; Wei y cols., 2008; Zhang y cols., 2008a; Dong y cols., 2009). En 
nuestro estudio previo se realizó en un experimento in vivo y muestra, a 
concentraciones utilizadas en animales de experimentación (4% inducción y 
2% mantenimiento de isoflurano), un efecto diferencial entre los ratones APPswe 
y los controles WT en toxicidad por isoflurano. Nuestra intención con este 
estudio era estudiar si existe toxicidad en un modelo de EA sometido a 
procesos de anestesia aguda, durante cortos periodos de tiempo, frente a 
procesos anestésicos crónicos, durante una etapa larga del individuo: 3 
exposiciones cortas (20 a 30 minutos) a la semana durante 3 meses. 
 
La traslación de estos resultados a la práctica clínica podría significar  
que el proceso anestésico sería seguro para la mayoría de los pacientes que 
se someten a ella, pero aumentarían los riesgos de padecer EA en edades 
avanzadas en pacientes con predisposición a padecerla. Trabajos in vivo 
encontraron que la exposición a isoflurano y halotano no aumentaba el 
deterioro cognitivo en animales APPswe y sí lo hacía en ratones WT. Nuestro 
estudio se realizó en ratones de 11 meses, los cuales no tienen aún deterioro 
cognitivo, en principio en un estado presintomático, y sí que observamos 
adelantamiento de de la patología en estos ratones. 
 
Un modelo de anestesia aguda 
Una vez demostrada la toxicidad en un modelo de EA crónico nuestra 
intención fue mostrar los efectos de una exposición aguda a la anestesia. Para 
ello se varió el modelo experimental aplicando a los animales sólo 3 
exposiciones largas a una menor concentración (1 hora y media al 1%) y 
durante una semana, con 48 horas entre ellas. Con ello obtuvimos una mayor 
sensibilización de los animales transgenicos y un modelo más semejante a la 
práctica clínica en pacientes. Aprovechando este nuevo modelo más práctico y 
fisiológico se aplicó un posible neuroprotector como es la trehalosa. Durante el 
procedimiento experimental con isoflurano al 1% y O2 al 99% con control de la 
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temperatura no se observaron cambios en la presión arterial y saturación 
parcial de oxígeno, por lo que no se explican los resultados por depresión 
cardio-respiratoria en los ratones. 
Considerando las reacciones obtenidas con la exposición crónica cabía 
plantearse qué sucedió con una exposición no tan extensa de exposiciones 
acumuladas. Este modelo buscaba responder a varias cuestiones:  
1) ¿Qué sucede en un sistema antes de la saturación de respuesta por 
acumulaciones dilatadas en el tiempo?,  
2) Qué efectos más inmediatos en la anestesia y si hay diferencias 
debidas a la susceptibilidad genética y  
3) La búsqueda de un modelo más útil y rápido para contrarestar los 
efectos de los anestésicos.  
Los resultados de este tratamiento mostraron diferencias entre los 
grupos de análisis: WT y APPswe en muerte celular, reacción astroglial, 
chaperonas, acúmulo de proteína amiloide por WB, no en placas de amiloide 
pero sí en acúmulos de tau. 
 
El modelo se ha mostrado por tanto útil ya que observamos variaciones 
en las respuestas por estas exposiciones agudas. En conducta las diferencias 
no son significativas por la aplicación de la anestesia. Pero en muerte celular 
este modelo se muestra efectivo en aumentar la apoptosis, además 
encontramos exacerbada la muerte en el grupo APPswe, manteniendo la 
diferencia debida al genotipo, encontrado en el tratamiento crónico. La 
chaperona HSP70 aumenta en ambos modelos, crónico y agudo, y en ambos 
genotipos debido a la exposición a isoflurano. En la astroglía el modelo WT 
aumenta su reacción ante la anestesia, en cambio tenemos diferente reacción 
en el grupo APPswe agudo frente al crónico, en el agudo esta reacción aumenta 
mucho más en APPswe que en WT, al contrario que en el crónico donde 
veíamos una disminución de la respuesta. Esta respuesta diferencial puede 
deberse al momento de análisis de la respuesta, en el crónico la respuesta 
frente a la agresión estaría sobrepasada, no obstante en el modelo agudo 
dicho punto de saturación aun no se habría alcanzado. Es por tanto razonable 
considerar que debido a su mayor susceptibilidad al isoflurano el modelo 
APPswe tenga una mayor reacción astroglial, para compensar sus tóxicos 
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efectos. Las diferencias en la expresión de CHIP entre modelos se podrían 
explicar de manera parecida. Una agresión continuada en el tiempo (modelo 
crónico) hace que WT aumente sus niveles y APPswe los disminuya, 
posiblemente debido a la saturación mencionada. Pero en el experimento 
agudo, en los niveles de CHIP, son los ratones APPswe los que tienen una 
mayor reacción que WT, en principio por su mayor susceptibilidad al isoflurano 
que es mayor. 
 
Trehalosa y neuroprotección en un modelo de EA y anestesia agudo 
La trehalosa es rápidamente asimilada en el agua de bebida de los 
ratones y al tener una concentración baja, 1%, junto con la mitad de capacidad 
de endulzar de la glucosa, no se observan diferencias en la ingesta de comida 
y bebida con los ratones controles. Además la trehalosa no cruza las 
membranas celulares pero si se transporta con facilidad mediante pinocitosis, 
por lo que también tendría efectos en el citoplasma celular, pasa la barrera 
hematoencefálica y disminuye el estrés oxidativo (Wolkers y cols., 2001).  
 
En los ratones APPswe tratados con trehalosa 1%, previamente y durante 
la exposición a isoflurano, se mejoran los comportamientos cognitivos, el 
número de células apoptoticas en hipocampo y córtex y el cociente de 
proteínas pro / anti-apoptóticas disminuyen, los acúmulos de tau, niveles de tau 
fosforilada y la astrogliosis también disminuyen como consecuencia del 
tratamiento con trehalosa. Además la trehalosa reduce los agregados inducidos 
por isoflurano en los ratones APPswe. Los efectos de la trehalosa se deben, al 
menos en parte, a la activación de la autofagia y su acción en las chaperonas, 
además de los efectos fisico-químicos de protección de proteínas de la 
trehalosa: sustitución de agua, formación de cristales y estabilización de 
proteínas (Beranger y cols., 2008; Suarez y cols., 2008; Iturriaga y cols., 2009; 
Jain y Roy, 2009). La actividad como chaperona química podría haber ayudado 
a la estabilización de las proteínas como tau y facilitando la eliminación de β-
amiloide por las vías no amiloidogénicas. La trehalosa se une al Aβ, cambia la 
dinámica de los oligómeros solubles, promueve la inserción del β-amiloide en 
las membranas y atenúa la permeabilidad de la membrana a los oligomeros 
(Arora y cols., 2004; Qi y cols., 2009; Reddy y cols., 2009; Izmitli y cols., 2010). 
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Considerando que la reacción de la astroglía en WT y APP surge ante el 
estímulo producido por la anestesia con isoflurano, la trehalosa reduce esta 
respuesta muy significativamente en ambos grupos (WT y APP) volviendo a los 
niveles de animales controles sin exposición al anestésico. Es también 
interesante la reacción diferencial a nivel de chaperona HSP70 y CHIP que 
produce la trehalosa en los ratones WT y APPswe, donde en APPswe si 
observamos como produce un aumento de estas proteínas que además se 
consideran que actúan en conjunto para la eliminación del Aβ, pero esta 
reacción no se observa en WT. Esto podría deberse a una menor patología en 
WT que en APP como se demuestra por los índices de muerte Bax/Bcl2, pero 
también porque en los animales WT las posibles acumulaciones de proteínas 
debido al isoflurano podrían ser eliminadas de manera más eficiente por el 
proteosoma. Las proteínas que son accesibles por ambos sistemas de 
degradación, UPS y autofagia, son preferentemente eliminadas vía UPS por su 
mayor eficiencia. De manera que es posible que el apoyo de chaperonas y 
ubiquitin ligasas (como CHIP) solo sea necesario ante una saturación de 
agregados como se esperaría en el modelo APP, pero no en WT, con 
anestesia. 
 
Wang (Wang y cols., 2009) propuso que la translocación ineficiente de 
fragmentos de tau a través de la membrana lisosomal promueve la formación 
de oligomeros de tau en la superficie y actuando como precursores de la 
agregación, resultando en la rotura de la membrana lisosomal. La disminución 
de los niveles de tau, que nosotros observamos in vivo, podría pues ser 
mediada por la trehalosa, que disminuiría la permeabilidad de la membrana a 
los oligomeros y previniendo de roturas en lisosomas que verterían hidrolasas 
en el citosol. Hemos demostrado previamente que la trehalosa disminuye la 
patología tau y el daño a neuronas dopaminérgicas que se observa en ratones 
knock-out para parkin y knock-in para la proteína tau (PK-/- / Tauvlw) mediante 
la activación de la autofagia (Rodriguez-Navarro y cols., 2010). La trehalosa en 
estos ratones incrementa la expresión de LC-3II en el estriado y en las 
vacuolas autofágicas aisladas de hígado, además de disminuir la acumulación 
de p62, representando un posible aumento de los niveles de autofagia debido 
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al tratamiento con trehalosa. También se observó una disminución de los 
niveles de tau y p-tau en diferentes zonas cerebrales. Por tanto se puede 
pensar que la trehalosa no solo afecta la inducción de autofagia, sino también 
mejora el procesamiento de la fusión autofagosoma-lisosoma (Rodriguez-
Navarro y cols., 2010). Además hay que considerar que la proteína Beclina, 
como marcadora de autofagia, disminuye su expresión en las etapas 
tempranas de la EA (Pickford y cols., 2008). 
 
Una de las explicaciones potenciales de los efectos de la trehalosa 
podría obtenerse por sus propiedades termodinámicas. El fragmento mas 
amiloidogénico es el Aβ42: este tiene capacidades hidrofóbicas mucho 
mayores que el Aβ40 y por tanto en un medio acuoso tiende a formar 
agregados con mucha mayor velocidad, la formación por tanto de los péptidos 
tóxicos de la vía amiloidogénica es más favorable que la vía no amiloidogénica. 
Para que este proceso de agregación sea espontáneo debe de obtener un 
resultado negativo en la ecuación de la energía libre: 
 
∆G (energía libre) = ∆H (entalpía) – T (temperatura) ∆S (entropía) 
 
Un resultado negativo implica que esta reacción libera energía y por 
tanto sería espontánea. Pero la administración de trehalosa y su capacidad de 
unión con las moléculas de agua hace que esta reacción sea menos favorable, 
la trehalosa “rodea” las moléculas de agua haciendo que las moléculas de Aβ 
disminuyan su energía libre de unión e impide y/o retrasa su agregación (Liu y 
cols., 2005b). 
 
Numerosos estudios sugieren que las poblaciones de edad avanzada 
que se someten a procesos de anestesia general experimentan estados de 
deficiencia cognitiva similares a las demencias. La EA es la principal demencia 
en número de personas afectas y el envejecimiento es el principal factor en su 
padecimiento. A su vez la población mundial de los países en desarrollo 
envejece, esto hace que los pacientes en las cirugías sean cada vez de mayor 
edad, aumentando los riesgos por efecto de la anestesia. Evidencias clínicas y 
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epidemiológicas apuntan a las intervenciones quirúrgicas como un factor de 
riesgo en los cambios de proteínas implicadas en la EA (Ritchie y cols., 2010), 
por lo que cualquier posible asociación debe estudiarse con detenimiento y 
deben de buscarse métodos de neuroprotección que sean factibles para 
contrarrestar estos efectos.  
 
Considerando los resultados obtenidos en los experimentos in vivo con 
isoflurano podemos concluir que el tratamiento con este anestésico parece no 
tener efectos negativos muy patentes en ratones controles, pero sí muestra 
aumento de toxicidad en un modelo de EA en un estado pre-patológico. La 
anestesia por tanto sería segura en la mayor parte de los pacientes, pero 
podría complicar y/o adelantar patologías tipo Alzheimer en pacientes con 
predisposición genética a padecerla. Una selección adecuada, posterior a un 
estudio de los perfiles de riesgo previo en los pacientes, permitiría utilizar un 
tipo de anestesia más adecuado, sustituir la anestesia general por local, que 
podría ayudar a disminuir dicho riesgo (Mena y cols., 2010; Perucho y cols., 
2010a, b). En los estudios experimentales mostrados, la trehalosa ha supuesto 
un compuesto efectivo en la prevención de la patología producida por la 
anestesia. La trehalosa se ha mostrado muy efectiva reduciendo no solo la 
patología Aβ y tau, sino aumentando respuestas positivas para el paliamiento 
de la sintomatología de EA.  
 
La producción industrial de la trehalosa es muy asequible, tiene una 
tolerancia muy alta, carece de efectos secundarios conocidos y puede 
atravesar la barrera hematoencefálica y por tanto actuar a nivel cerebral. 
Considerando las ventajas y los inconvenientes se deberían realizar estudios 
clínicos incorporándola como parte de una estrategia de quizá no solo 
tratamiento sino prevención, en pacientes con alelos de ApoE (apoE4), 
mutaciones en APP y presenilinas 1 y 2 en posibles escenarios de riesgo como 
anestesias. 
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1) La ausencia parcial y total de la proteína parkina en los ratones dobles 
mutantes, APPswe/PK+/- y APPswe/PK-/-, produce una mejora de la 
patología amiloide en comparación con los APPswe. Mejoras en 
conducta, menores índices de muerte celular, menor expresión de 
microglía y menor acúmulo de proteínas amiloide y tau de los dobles 
mutantes APPswe/PK respecto de los transgénicos simples APPswe. 
 
2) La ausencia de parkina produce un aumento de mecanismos de 
compensación como chaperonas, autofagia y glutation en los dobles 
mutantes. Dicha mejora en el fenotipo APPswe se mantiene en los dobles 
mutantes a los 12 meses y a los 16 meses de edad, abarcando tanto 
edades iniciales de la patología como avanzadas. 
 
3) Los ratones APPswe muestran una mayor susceptibilidad al isoflurano 
tanto en el modelo crónico como en el agudo. Esta mayor susceptibilidad 
podría estar relacionada con el fenotipo amiloide. La anestesia con 
isoflurano agrava la patología amiloide en el modelo murino de 
Alzheimer APPswe, aumentando la apoptosis, empeorando la conducta y 
supervivencia, la respuesta de la microglía y proteínas de estrés y 
disminuyendo  las respuestas de compensación del organismo. 
 
4) La anestesia sería segura en la mayoría de los individuos, no obstante 
debería tenerse en cuenta la predisposición genética de los pacientes a 
enfermedades como el Alzheimer antes de someterlos a cirugías, ya que 
se podría afectar a largo plazo el fenotipo de la enfermedad. 
 
5) La trehalosa, un disacarido con capacidades de chaperona molecular, 
aumento de autofagia y de protección de estructuras proteicas, se ha 
mostrado muy eficaz en frenar el aumento de la patología amiloide en 
ratones APPswe sometidos a anestesia. Sumado a su ausencia de 
efectos secundarios, la sencilla síntesis industrial y su bajo coste de 
producción, hace que sea un candidato a ser utilizado como 
neuroprotector en proteinopatías como el Alzheimer. 
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El diario "El Pais" del sábado 13 de marzo 2010, en relación con el tema de la muerte de 
Miguel Delibes (12 de marzo de 2010), reproduce el siguiente párrafo autográfico del escritor: 
 
“El escritor Miguel Delibes murió el 21 de mayo de 1998 en una mesa de 
operaciones de la clínica de la Luz.  Esto es, los últimos años no le han servido 
de nada. El balance de la intervención quirúrgica fue desfavorable. Perdí de 
todo: perdí hematíes, perdí memoria, perdí concentración… En el quirófano 
entró un hombre inteligente y salió un lerdo. Imposible volver a escribir. Lo noté 
enseguida. No era capaz de ordenar mi cerebro. La memoria me fallaba y me 
faltaba capacidad para concentrarme. ¿Cómo abordar una novela y mantener 
vivos en mi imaginación, durante dos o tres años, personajes con su vida 
propia y sus propias características? ¿Cómo profundizar en las ideas exigidas 
por un encargo de mediana entidad? Estaba acabado”. 
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